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Resume´ 
Den nuværende stadieinddeling af brystcancer er baseret på TNM klassifikationssystemet der har det primære formål at 
beskrive om en cancer er lokaliseret eller metastatisk. En stor andel af brystcancerpatienter der undergår kurativ 
operation af den primære tumor, uden tilsyneladende at have spredning til lymfeknuderne eller fjernmetastaser ved den 
primære operation, oplever recidiv indenfor 5-10 år. Dette fænomen der tilsyneladende undgår det traditionelle 
stadieinddelingssystem skyldes muligvis tilstedeværelsen af dessiminerede tumorceller i knoglemarven.  
Data der viser disse tumorcellers prognostiske værdi er akkumuleret, og det bliver gennem dette litteraturstudie søgt at 
vurdere markørpotentialet for dessminerede tumorceller fundet i knoglemarven af brystcancerpatienter. Brugbarheden, 
den kliniske relevans og molekylære basis og karakterisering af dessiminerede tumorceller berøres. Yderligere bliver 
den hyppigst anvendte detekteringsmetode for disse tumorceller inddraget og vurderet. Denne opgave indikerer at 
dessiminerede tumorceller tilsyneladende kan forblive i en dvaletilstand i knoglerne gennem længere tid for senere at 
genoptage proliferering og udvikles til klinisk relevante metastaser, hvilket sandsynligvis afspejles i den forholdsvis 
store gruppe patienter der oplever recidiv på trods af en stadieinddeling der mærker dem raske. Der bliver videre 
præsenteret teorier for at metastasering ikke er den kumulative ende på tumorprogression, som tidligere troet, men at 
tumorceller kan dessiminere tidligt i udviklingen. Endvidere foreligger der data på at der findes to distinktive ruter for 
dessiminering; en lymfatisk og en hæmatogen. Dessiminerede tumorceller der overses af TNM systemet er 
sandsynligvis metastaseret ad den hæmatogene rute, for derefter at forblive i en dvaletilstand i knoglemarven. På trods 
af at der er opnået level 1 evidens for en prognostisk værdi af dessiminerede tumorcellers tilstedeværelse i 
knoglemarven, er der stor variation i den metodiske tilgang på tværs af studier. Dette tillader ikke direkte 
sammenligning mellem studier og er yderligere problematisk ved en manglende forståelse af biologien bag den tidlige 
metastatiske sygdom. På baggrund af dette vurderes det at dessiminerede tumorceller byder på stort potentiale i 
fremtiden, men kræver standardiserede protokoller for detektering samt en dybere forståelse for de cellulære og 
molekylære event bag tidlig metastasering. 
 
Abstract. 
The present breast cancer staging is based on the TNM classification system. The primary objective is to describe 
weather a cancer is localized or has metastasised. A large proportion of breast cancer patients who undergo a curative 
operation of the primary tumour without any involvement of the lymph nodes or remote metastases experience relapse 
within 5 to 10 years. This phenomenon apparently avoids the traditional staging system and it is possibly caused by the 
presence of disseminated tumour cells in the bone marrow. Data supporting the prognostic level of these tumour cells 
have accumulated. The focus of this project is to assess the potential of disseminated tumour cells to be used as a 
biological marker. The usefulness, the clinical relevance and molecular basis and characterisation of disseminated 
tumour cells addressed. Furthermore; the most frequently used method of detection of these tumour cells is evaluated. 
This project indicates that disseminated tumour cells apparently are able to stay in a dormant state in the bones for a 
longer period of time. Later they resume proliferation and develop into clinical relevant metastases. It is possibly 
reflected in the comparatively large group of patients who experience relapse despite the fact that they are classified as 
being healthy. For a long time it has been hypothesized that metastasis is the end-point of tumour progression, but this 
thesis will present will data that indicate an early dissemination of the primary tumour. Furthermore two distinct 
dissemination routes have been detected: a lymphatic and a haematogenous route. Disseminated tumour cells that are 
bypassed by the current staging system are likely to travel by the haematogenous route. Once arrested they will remain 
in the bone marrow as dormant solitary cells. Despite level1 evidence for the prognostic relevance of these cells, there 
has been a large variation in the methodical approach, and it is therefore required that a more standardized protocol will 
be developed, before a consensus can be drawn on its prognostic value in breast cancer.          
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1 Introduktion 
Incidensen af brystcancer stiger. I øjeblikket er sandsynligheden for at kvinder udvikler brystcancer i den vestlige 
verden højere end 0.13 31. I Europa dør omkring 130 000 kvinder af brystcancer hver år, til trods for store forbedringer 
indenfor detektion og behandling. Brystcancer bliver som regel ikke anset som kurabel når først metastaserne er 
detekterbare med klassiske metoder som kliniske manifestationer af spredningen, billeddiagnostik og biopsier, hvorfor 
det er vigtigt at finde et prognostisk værktøj der tillader en skelnen mellem lokaliseret brystcancer og spredning af 
sydomme. Nyeste tekniske fremskridt har tilladt detektion af enkelte eller små grupper af brystcancer celler 
dessimineret i lumfen, det perifære blod samt knoglemarven, og gør trinnet mellem primære tumorer og deres 
metastaser synligt. Ifølge den traditionelle hypotese bør bryscancerdessiminering involvere en succession af kliniske og 
patplogiske stadier begyndende med carcinoma in situ der progresserer til invasive læsioner og kulminerer i metastatisk 
sygdom. Derudover har det været troet i årtier at metastaserende brystcancerceller først dessiminerer til lymfeknuderne 
før de når det perifære blod og de fjerne af kroppens egne inkl. knoglemarven. På trods af dette oplever omkring 50 % 
af brystcancerpatienter med det der synede at være lokaliseret brystcancer, recidiv, og op til 30% af patienter uden 
spredning til lymfeknuderne oplever fjernmetastaser indenfor 5 år. DTC har været medvirkende til at der nu er 
identificeret to distinktive de dessimineringsruter hvorved tumorcellerne kan spredes. Nogle celler bliver ført til de 
aksillære lymfeknuder før de spredes til det perifære blod og knoglemarven (den lymfatiske rute), men andre DTC 
tilsyneladende er i stand til at entrere blodløbet direkte (den hæmatogene rute). Derfor er recidiv sandsynligvis resultatet 
af mikrometastaser etableret inden den primære lokoregionale behandling. At brystcancerceller indimellem er i stand til 
at frastødes den primære tumor tidligt i naturhistorien af brystcancer og at der sandsynligvis findes en direkte 
hæmatogen dessimineringsrute der forbigår den lymfatiske understøtter kraftigt, at DTC fundet i knoglemarven kan 
repræsentere den spredning der ofte forbliver uset for kun af genopblusse flere år efter. 
 
Der et voksende behov for markører der kan indikere tilstedeværelsen eller fraværet af systemisk dessiminerede 
tumorceller således at det muliggøres at udvælge patienter med tilpas høj risiko for metastasedannelse til at modtage 
den rette terapi og til at identificere de med en signifikant lavere risiko som ikke behøver yderligere systemisk 
behandling. Tumorceller i knoglemarven kan indikere om der er tale om en lokal cancer, der tilsvarende kan behandles 
lokalt, eller en fremskreden cancer, som har brug for adjuverende systemisk behandling. Det er derfor særligt ønskeligt 
at finde teknikker og tumormarkører, der er i stand til at identificere disse dessiminerede tumorceller (DTC). Dette ville 
tillade evaluering af DTCs potentiale til at forudsige udviklingen af metastaser og monitorere responset af patienter til 
adjuverende terapi. Forskellige typer af assays er blevet udviklet de sidste 10 år til detektering af DTC, men den typiske 
tilgange involverer ICC. 
 
Denne opgave vil belyse brugbarheden, den kliniske relevans og molekylære basis i diagnose og karakterisering af 
dessiminerede tumorceller (DTC) i knoglemarven af brystcancerpatienter i forhold til det klassiske stadieinddelings 
system, TNM. Ydermere vil den omfatte en gennemgang af den til dato mest benyttede metode for DTC detektering – 
immunocytokemisk analyse, for at anskueliggøre potentialet for rutinemæssigt brug. Sammen vil disse udredninger 
bruges til at vurdere den nuværende status af DTC som markør for metastasering/prognose. Det vil diskuteres om 
knoglemarven – et hyppigt metastaseringsite, er et specielt kompartment, der kan holde DTC i en dvaletilstand hvor de 
ikke prolifererer, men beholder det metastatiske potentiale. Er dette tilfældet, kan DTC opfattes som den egentlige årsag 
til genopblussen af sygdommen. 
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2 Brystcancer patogenese 
Brysternes primære funktion er mælkeproduktion (laktation). De spiller også en rolle for udvikling og vedligeholdelse 
af de sekundære kønskarakter. Cancer i brystet udgår fra epitelceller i udførselsgange eller fra kirtelendestykkerne – den 
såkaldte lobulo-duktale enhed.  
Omdannelsen af den normale celle til en cancercelle er en flertrinproces: Brystcancer patogenesen initieres ved dannelse 
dysplatiske epitelceller som er benigne neoplastiske celler med abnorm vækst. Denne dysplasi kan udvikle sig til 
carcinoma in situ (CIS). CIS betragtes som forstadium til brystcancer, men er afgrænset til kirtelstrukturen og har endnu 
ikke spredt sig til det fedtholdige bindevæv der omgiver kirtlerne. Med tiden kan denne form udvikles til invasivt 
carcinom (IC), der manifesteres som en klinisk cancerknude med gennemvækst af vævsgrænser og spredning af 
cancerceller til andre dele af kroppen. Spredning af tumoren – eller metastasering, er længe blevet betragtet som en 
kulmination på udviklingen af cancer, men som det vil blive belyst i denne opgave, er der indikationer om at spredning 
sker langt tidligere end det længe har været troet.  
 
 
 
Figur 2-1. Et normalt bryst består af et dobbelt cellelag, der er omgivet af bindevæv og fedtvæv. Dette cellelag danner 
et forgrenet system af mælkekirtelgange (dukter), der munder ud i mælkekirtlerne (lobuler).  
 
2.1 Årsager og risikofaktorer 
En række faktorer har i en endnu ikke kendt sammenhæng betydning for cancerens opståen og udvikling. Sygdommen 
er hyppigere hos kvinder, der tidligt har fået menstruation og sent er gået i overgangsalder, ligesom sygdommen ses 
hyppigere hos kvinder som ikke har født børn, eller som har født deres første barn i en sen alder. Brug af 
hormontilskud, overvægt, stort alkoholforbrug og arvelige forhold øger også risikoen, men også andre faktorer såsom 
carcinogene stoffer i vort miljø og geografisk variation er medvirkende til risikoakkumulering 39. Hovedparten af disse 
faktorer er relateret til det endogene, endokrine miljø, og især østrogen (og i mindre grad progesteron) spiller en kausal 
rolle. De fleste brystcancerceller indeholder hormonreceptorer. Om østrogen eller progesteron spiller roller som både 
initiatorer og promotorer er ikke klart, men at de spiller en central rolle under cancerudvikling er uimodsigelig. Klinisk 
inddeles tumorer således i to grupper: hormonreceptorpositive (HRP) og –negative (HRN) tumorer. En anden type 
receptor som ligeledes har vist sig at være af betydning er HER2 (ERBB2). Kvinder med denne receptortype på deres 
cancerceller har en mere alvorlig cancerform. 
Mens selve årsagen til udvikling af brystcancer stort set er ukendt, har man dog kendskab til enkelte genetisk 
disponerede faktorer; mutationer i suppresssorgenerne BRCA1 og BRCA2 er relateret til en 4-8 gange øget 
livstidsrisiko for brystcancer, og det antages, at 5-10% af alle tilfælde af brystkræft er arveligt betinget (x). De øvrige 
tilfælde er somatiske mutationer, der er spontant opståede som led i et ikke nærmere defineret samspil af risikofaktorer. 
 
De foregående risikodeterminanter bruges til udvælgelse af patientgrupper for hvilke det er hensigtsmæssigt at tilbyde 
adjuverende systemisk terapi. Denne udvælgelse sker i sammenhæng med en stadieinddeling af den primære tumor 
efter anatomisk lokalisering og histopatologisk fremtoning, oftest via TNM systemet, der primært indikerer om 
brystcanceren har spredt sig eller ej. 
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3  Stadieinddeling af tumorer 
Stadieinddeling af primæretumorer beskriver omfanget eller alvorligheden af et individs cancerform. Kendskab til 
tumorstadie tillader et mere skræddersyet behandlingsvalg samtidigt med at prognosen kan estimeres. 
Stadieinddelingssystemer for cancer udvikles over tid og er under stadig forandring i takt med de molekylære og 
cellulære mekanismer klarlægges. TNM systemet er et af de mest benyttede stadieinddelingssystemer af tumorer. Det er 
grundlagt på viden om cancerprogression. Systemet er i øvrigt accepteret af UICC og AJCC. 
 
3.1 TNM systemet 
TNM trindelingssystem er baseret på en kombination af tumorstørresle (T - tumor), antal involverede regionale 
lymfeknuder (N – lymfe noduli) og tilstedeværelse eller fravær af fjernmetastaser (M - metastase). Et tal er tilført hvert 
bogstav for at indikere omfanget af tumoren eller omfanget af spredning (se bilag X). Eksempelvis vil en brystcancer 
klassificeret som T3N2M0 referere til en stor tumor med spredning til to regionale lymfeknuder, men ikke til fjerne 
organer. Forskellige kategorier af TNM (f.eks. T1N1M0) kan kombineres til en samlet vurdering af sygdomsstadie (se 
bilag X). Den samlede vurdering varierer mellem cancertyper, men for brystcancer vil TNM kombinationer svare til fire 
stadier: stadie I carcinoma in situ, stadie I-III, stadie IV tumoren er metastaseret. 
Lokal udbredelse er til dels regional lymfeknudemetastasering og undersøges ofte i forbindelse med kirurgisk indgreb. 
Yderligere udredning sker ved billeddiagnostik (røntgen, CT-, MR- eller ultralydscanning). Dette giver tilsammen en 
klinisk stadieinddeling. 
 
Systemet tilfører primært en basis for forudsigelighed af overlevelse (prognose) gennem stadieinddeling af tumorer. 
Derigennem tilføres også basis for valg af primær behandling, inddeling af patienter i kliniske forsøg, præcis 
kommunikation i sundhedssystemet og ensartet rapportering af slutresultater ved management af cancer 60. I de følgende 
år har der været stor fokus på dette systems holdbarhed i forhold stadieinddeling og til at bestemme prognosen. En 
revision er ønsket fra flere kanter. Det menes, at TNM systemet ikke tager hensyn til den brede heterogenecitet, der 
findes i tumorer. Dette med den følgevirkning at tumorer ikke klassificeres optimalt. 
 
TNM systemet, har siden det blev etableret i 1958, været bygget på, at en enkelt parameter; TNM, kunne beskrive 
tumorstadiet og at et stadie kunne beskrives som en periode eller trin i en kontinuerlig proces (tumorprogression). Dvs. 
at patienter med en stadie I tumor havde en bedre prognose end de med stadie II tumor, og at disse havde en bedre 
prognose end de med stadie III tumor etc. 35.  
Sygdomsomfang og spredning (tumorstørrelse, aksillærlymfeknude status samt fjernmetastaser) har for de fleste 
cancertyper længe været mest forudsigende for stadie og prognose for overlevelse, og behandlingsvalg er truffet på 
dette grundlag. Dette er den primære grundpile i TNM systemet. I mindre grad er der i vurderingen anvendt tumorgrad 
(diffrentieringsgrad), histologisk undertype og alder, hvis det blev vurderet at disse signifikant ville bidrage til 
prognosebetsemmelse for overlevelse eller terapirespons 35. Udover disse prognostiske faktorer som er dækket ind af 
TNM systemet, erkendes det i den senere tid yderligere at HR og HER2/neu (ERBB2) status har betydning for prognose 
og behandlingvalg af brystcancer som er uafhængigt af TNM systemets stadieinddeling. Særligt for brystcancer er der i 
2005 blevet udarbejdet et forslag af The European Institute of Oncology (TNMEIO) til netop at inddrage disse i TNM 
systemet, og dermed tillade flere innovationer og en mere dynamisk klassificering 60, men er det nok? 
3.1.1 Lymfeknuderne  
Aksillærlymfeknuderne er af St. Gallen konsensus konference vurderet som den vigtigste markør til bestemmelse af 
risikokategori 24. Ifølge den klassiske naturhistorie for brystcancer vil tumorcellerne først og fremmest metastasere via 
lymfesystemet til de regionale lymfeknuder, og derefter til kroppens fjerne egne via spredning med blodbanen. 
Hæmatogen spredning kan registreres til knogler, lunger, lever og CNS 46.  
I de sener år er skillevagtsmetoden udviklet. Den bygger på den antagelse, at der findes én aksillærlymfeknude (sentinel 
node), der, som den første, modtager lymfe fra primærtumoren og er derfor formodentligt også den første, der modtager 
dessiminerede tumorceller. Ved hjælp af et sporstof kan denne lymfeknude detekteres og undersøges for positive fund. 
Introduktionen af sentinel node samt ICC – den metode der anvendes til at identificere enkelt tumorceller har medført at 
der identificeres et stigende antal af mikroskopiske lymfeknudemetastaser, klynger og enkeltliggende tumorceller der 
ikke rapporteres som spredning. Der er stående diskussion om hvorvidt disse celler har prognostisk betydning, og om de 
burde inddrages i TNM systemet. 
Fundet af DTC via ICC og molekylærpatologi har ført til adskillige fortolkninger og flere anvendelser af TNM 
systemet. Årsagen til dette er, at der i den senere litteratur har været forvirring omkring terminologien hvor DTC i blod, 
benmarv eller lymfeknuder ofte benævnes mikrometastaser. Men dannelsen af en metastase er en kompleks 
flertrinsproces og kun en lille del af de cirkulerende tumorceller overlever (0.05 %) og bliver til egentlige metastaser 37, 
hvilket taler imod sammenslutning af disse to begreber.  
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3.1.2 Skel mellem mikrometastaser og DTC ved TNM klassificering 
Mikrometastaser blev under den forrige udgave af TNM klassificeringen defineret som tumorklynger ikke større end 2 
mm (præangiotiske), og klassificeret som pN1a. Der blev ikke skelnet mellem mikrometastaser og DTC. Dette har 
været skyld i den brede forvirring i terminologien. I den nyeste publicerede udgave 54 blev det tydeliggjort, at et skel 
mellem mikrometastaser og DTC er relevant, og at mikrometastaser blev skelnet fra DTC på baggrund af deres 
størrelse. Mikrometastaser bevarede den øvre grænse fra forrige publicering på maks. 2 mm., men der blev nu tilføjet en 
nedre grænse på 0,2 mm. Mikrometastasen klassificeredes herefter pN1mi (mi for mikrometastaser). Alt under denne 
nedre grænse (<0.2 mm) blev defineret som DTC, der, foruden størrelse, var karakteriseret ved, at de ikke udviste 
histologiske tegn på at være af malign oprindelse. DTC klassificeredes derfor som pN0 og det vurderedes at disse celler 
ikke var af nogen væsentlig betydning og at behandling af disse derfor ikke var rentabelt 54.  
 
I overensstemmelse med TNM systemet foreslås det af Hermanek et al. 1999, at DTC ikke forveksles med 
mikrometastaser, blandt andet fordi de menes, at besidde særskilte karakteristika; mikrometastaser er som beskrevet af 
TNM systemet ≤ 2 cm, har kontakt med blodkar eller lymfe sinusvæg, er ekstraverseret (invasion og penetrering af 
blodkar eller lymfesinus væg), reagerer med det ekstravaskulære stroma, og ikke mindst proliferer i det ekstravaskulært 
kompartment. DTC beskrives derimod som enkelt tumorceller eller små klynger, der ikke besidder nogle af de nævnte 
karakteristaika for mikrometastaser 28. Der argumenteres for, at DTC ikke skal indgå i TNM, da det ville komprimere 
sammenligning af behandlingsdata og skabe stor variation i stadieinddelingen af brystcancer28. Med andre ord menes 
det ikke, at DTC har et væsentligt metastatisk potentiale. 
 
3.2 TNM systemet og DTC indrapportering 
Den nyeste TNM klassificering for brystcancer godkender ikke tilstedeværelsen af DTC i knoglemarv som metastaser, 
og finder i modsætning til mikrometastaser at den prognostiske brtydning er tvivlsom 54. På trods at dette kan 
tilstedeværelse af DTC valgfrit rapporters sammen med detekteringsmetoden. Eksempelvis M0(i+) for 
immunocytokemisk detektion eller M0(mol+) for detektion med molekylær metode. Fund af DTC i lymfeknuderne kan 
på tilsvarende vis rapporteres; N0(i+) eller N0(mol+). For at muliggøre en komparativ analyse, er det vigtigt at 
registrere positive såvel som negative fund (metode +/÷)28. 
Hvis DTC viser sig at være potente som mikrometastaser, vil den nuværende TNM klassificering derfor misklassificere 
flere brystcancertumorer, og tildele dem et forkert stadie.  
 
I takt med den større forståelse af cancerpatogenesen - at tumorer kan være uhyre forskellige både klinisk og cellulært, 
samt at prognose og behandlingsvalg i nogle tilfælde ikke kan beskrives eller bestemmes med TNM systemet alene, har 
der været behov for at inddrage endnu flere bestemmelsesfaktorer i TNM klassificeringen. 
3.2.1 TNMsystemet og nye markører 
Jævnligt bliver der fundet og evalueret nye biomarkører, men hvorvidt TNM systemet skal revideres for at inkludere 
disse nye biomarkører, er et dilemma. Det ville underminere den værdi, som er tilført af stabiliteten og den universelle 
enstydighed af TNM systemet, og af denne grund bliver biomarkører yderst sjældent tilføjet systemet. En stillestående 
formulering af TNM risikerer dog, at falde bagefter moderne diagnostiske teknikker, biologiske koncepter og 
biomarkører, især indenfor brystcancerområdet 60. 
 
Der har i senere år været stor opmærksomhed på biomarkører, men samtidigt også stor forvirring omkring 
definitionerne og typerne af disse. Generelt set er en biomarkør en faktor som objektivt og præcist kan måles. Den skal 
monitorere eller bestemme en unormal, normal eller blot en biologisk proces, eksempelvis via niveauet af et specifikt 
protein i blod eller spinalvæske eller via genetiske mutationer 30. Biomarkører findes ofte i kropsvæsker eller væv. Et 
højt niveau af en specifik biomarkør kan være indikator for en særlig type cancer i kroppen, og kaldes i den 
sammenhæng derfor tumormarkør.  
Tumormarkører bruges ofte som substitut for et klinisk ’end-point’30, dvs. at deres tilstedeværelse i væv eller serum kan 
forudsige et givent klinisk udfald og kan anvendes til tumoridentificeringen, sygdomsdiagnosen og/eller behandlingen 
af patienter samt risikovurdering. Specielt hos patienter uden spredning til aksillymfeknuderne er en lang række faktorer 
introduceret som værende af prognostisk betydning, inkl. IHC og molekylære tumormarkører. Disse inkluderer 
prolifereringsmarkører peptidhormonreceptorer, angiogenesemarkører og markører for cellecylus og apoptose, men 
ingen har endnu vist tilpas sensitivitet og specificitet til implementering 61. DTC er markører for metastasering i 
forlængelse af deres blotte tilstedeværelse i knoglemarven. 
 
TNM stadieinddelingssystem er værdifuldt til at forudsige overlevelse i store grupper af kvinder, men det er relativt 
upræcist og mindre brugbart til at forudane risikoen på individuel basis. Grunden til denne upræcished er at vores 
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værktøj til at detektere dessimineret cancer (f.eks. fysisk eksaminering, brystradiografi eller knoglescanning) generelt 
kun kan finde metastatiske klynger der er over 1 cm. Denne begrænsning har to vigtige aspekter: i) omfattende DTC 
kan finde sted og forblive uopdagede (og patienter får en uhensigtsmæssig behandling), og ii) detektering sker når 
tilgængelige terapier ikke længere kan tilbyde en kurativ tilgang.  
Det er først og fremmest vigtigt, at lave en molekylær karakterisering og klarlægge kliniske mønstre for DTC før der for 
alvor kan tages stilling til, om disse kan anvendes som indikatorer for systemiske metastaser. 
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4 Prognose og DTC 
Adskillige studier har konkluderet, at tilstedeværelsen af DTC i knoglemarven evalueret med ICC (men også med RT-
PCR) korrelerer med tidligt tilbagefald af brystcancer og nedsat patientoverlevelse (Mansi, Braun, Gebauer, gerber, 
Wiedswang, schindelbeck, muller, pantel). Som demonstreret ved kliniske opfølgningsdata på flere end 4000 
brystcancerpatienter studeret i en prospektivt undersøgelse af flere internationale grupper, kan tilstedeværelsen af DTC i 
knoglemarven (identificeret med ICC ved den primære diagnose) forudsige det postoperative udfald af metastaser i 
knoglemarven og andre organer 13. Det har været særligt bemærkelsesværdigt, at knoglemarvsmikrometastaser 
korrelerer stærkt med dårlig overlevelsesprognose selv hos patienter uden spredning til lymfeknuderne 8;11. At 
tilstedeværelsen af DTC i knoglemarven ikke korrelerer med spredning af tumorceller til LN er blevet rapporteret af 
andre forfattere, eksempelvis er der under et studie med 68 brystcancerpatienter vist, at tilstedeværelsen eller fraværet af 
DTC i lymfeknuderne ikke havde nogen sammenhæng med eller kunne forudsige DTC status i knoglemarven (Benoy 
2005).  
Flere forfattere har vist en signifikant positiv korrelation mellem tilstedeværelsen af DTC i det perifære blod samt 
knoglemarven selvom det kun var DTC i knoglemarven, der sikkert korrelerede med metastatisk tilbagefald og OS af 
patienterne 50. Dette tyder på, at DTC er i stand til at finde vej til knoglemarven og overleve der som enkeltceller. 
Derved har de muligvis særlige egenskaber, der gør dem i stand til at udvikles til metastaser 47.  
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5 DTC karakterisering 
 
5.1 Genetiske ændringer i DTC 
Der er indikationer om at DTC udgør en gruppe af tumorceller der er genetisk heterogene. Ved at anvende en procedure 
der involverer hel-genom amplificering og efterfølgende CGH af enkeltfarvede celler, er det vist at cytokinpositive 
DTC i knoglemarven af brystcancerpatienter uden kliniske tegn på metastaser (stadie M0) var genetisk heterogene 
uanset organ lokalitet 32. Denne heterogenesitet blev reduceret i takt med dannelsen af klinisk relevante metastaser 
(stadie M1). Eftersom at DTC i knoglemarven af stadie M0 patienter er associeret med dårlig prognose, må det givetvis 
betyde at denne cellepopulation er forgængere for metastaser der efterhånden bliver ’udvalgt’ blandt et stor reservoir af 
genetisk forskellige celler32. Det er dog endnu uklart hvorvidt de analyserede celler er i stand til at udvikle sig til 
metastaser, og hvilke genetiske afvigelser i DTC der er af klinisk relevans. 
 
5.2 Malign oprindelse 
Helt grundlæggende er det vigtigt at bekræfte, at DTC er af neoplastisk oprindelse. Vigtigheden af kromosomafvigelser 
varierer mellem tumortyper, men er i alle tilfælde tegn på malign afstamning 2. Under et studie er der fundet adskillige 
kromosomafvigelser og onkogenamplificering på kromosom 17 i cytokeratinpositive celler fra knoglemarvenmarven. 
De specifikke kromosomafvigelser er en stærk indikator for at DTC i knoglemarven er egentlige mikrometastaser 42. 
Andre studier har vist, at kun nogle af de isolerede DTC udviser disse karakteristika. Schmidt-Kittler et al. Fandt, at 57 
% af de isolerede DTC fra knoglemarven ikke viste tegn på kromosomafvigelser ved CGH analyse, mens multiple 
kromosomafvigelser kunne findes i den tilhørende primærtumor  
53. Tilsvarende resultater blev opnået i andre studier 32;51. Spørgsmålet om disse resultater blot afspejlede mange falsk 
positive resultater eller at kun enkelte isolerede DTC i knoglemarven var af malign oprindelse skulle besvares. Schardt 
et al. undersøgte i en gruppe brystcancerpatienter (M0 stadie), muligheden for at cytokeratiner positive celler i 
knoglemarven med en normal karyotype (dvs. uden kromosomafvigelser) var celler der af uforklarlige årsager var 
blevet testet cytokeratiner positive (evt. falskpositive fund). En anden årsag kunne være, at de genetiske ændringer var 
tilpas små til at de ikke kunne observeres med komparativ genom hybridisering (CGH) som anvendt af Schmidt-Kittler 
et al. Sidstnævnte viste sig at være forklaringen. Gruppen fandt ved hjælp af adaptor-linker PCR kromosomal 
instabilitet og subkromosomale DNA forandringer 51. Kromosomal instabilitet menes at forekomme tidligt mellem 
overgangen fra duktal hyperplasi til in situ carcinoma. På dette grundlag bekræftedes den maligne karakter af 
cytokeratiner positive celler i knoglemarven. Disse celler menes at kunne være eksempler på tidlige stadier af 
metastaser, og at deres mangel på CGH afvigelser er tegn på at de er dessimineret ved et tidligt stadie af hyperplasi 51 
modsat den gængse opfattelse af dessimineringstidspunkt som foreslået af Paget 46.  
 
5.3 DTC er fænotypisk forskellig fra den primære tumor 
Eftersom det genetiske portræt af primære tumorer bevares i deres tilhørende metastaser, er det nærliggende at tro, at 
tilfældet er det samme for DTC. Resultaterne viser det anderledes. Genetiske analyser der sammenligner den primære 
tumor med deres respektive metastaser bekræfter, at DTC udvikles uafhængigt af den primære tumor idet HER2 
positive DTC kan findes i knoglemarven hos brystcancerpatienter med HER2 negative tumorer 12;56. Disse 
observationer stemmer overens med at en væsentlig andel (ca. 38 %) af patienter med HER2 negative primærtumorer 
udviklede HER2 genamplifikation i de cirkulerende DTC under tumorprogression 40. På trods af dette har Schardt et al. 
Vist, at HER2 amplifikation er en tidlig begivenhed ved tumorprogression, da der er observeret meget tidlig 
amplifikation af HER2 51 i det der tolkes som umodne DTC i knoglemarven (umodne fordi de kun udviser genetisk 
ustabilitet og ikke kromosomafvigelser. Selvom dette tyder på HER2 amplifikation sker tidligt ved tumorprogression, er 
det muligt, at dette studie definerer en særlig subgruppe af brystcancerpatienter. Dvs. at HER2amplifikation i andre 
tilfælde muligvis tilegnes sent under tumorprogression, således at den primære tumor som helhed betragtes som 
HER2negativ, mens dele af DTC fra subpopulationer kan være HER2 positive, som indikeret ved de andre studier 
12;40;56.  
 
5.4 Levedygtighed af DTC 
Er de fleste DTC precursorere for klinisk relevante metastaser eller er de kun forbigående frastødt med begrænset 
levetid? Det står på mange måder klart at tumorceller ikke er effektive i at danne metastaser. Metastasedannelse 
beskrives som en stærkt ineffektiv proces idet det er estimeret, at kun en lille del af de cirkulerende tumorceller 
overlever (0.05%) og bliver til egentlige metastaser 1. Frekvensen af cytokeratinpositive celler i knoglemarvsaspirater af 
cancerpatinter er omkring 10-5 –10-6 48, men de forekommer sjældent hos raske kontroller 11.  
De fleste DTC i knoglemarven prolifererer ikke under den primære operation, som målt ved den manglende 
prolifereringsmarkør Ki-67 der udtrykkes i alle faser af cellecyklusen undtaget hvilefasen G0 og den tidlige G1 fase.  
 11
Detektionen af cytokeratinepositive celler i knoglemarven giver dog ingen information om levedygtigheden af disse 
celler, men en alternativ tilgang til dette problem har været oplysende; knoglemarv fra en gruppe M0 
brystcancerpatienter blev dyrket i en standard in vitrokulturmedium, og efter 21-102 dage kunne DTC observeres hos 
81 % patienter hvilket bekræfter deres prolifereringskapacitet 55. En hypotese er at det specifikke miljø i knoglemarven 
forhindrer DTC i at prolifere og holder dem i en cellecykelarrest beskrevet som tumorcelledvale.  
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6 Metastasering 
Maligne tumorer er primært monoklonale cellepopulationer, dvs. at de er udgået fra en celle. De er karakteriseret ved 
stor grad af heterogenecitet og med individuelle variationer mellem patienter. En rækkes fællesnævnere for neoplastiske 
celler adskiller dem fra normale celler, hvoraf de vigtigste er; uhæmmet vækst, manglende følsomhed for 
væksthæmmende signaler, manglende/nedsat tendens til apoptose, øget delingspotentiale, øget angiogenese og 
potentiale til invasion og metastasering (reviewed i 27). Forskellen mellem benign og malign er ved definition udtrykt 
ved maligne tumorers evne til at invadere og metastasere 60. 
Metastaser er tumorceller der afstødes fra den primære tumor, og spredes til et andet væv via blodet eller lymfen. Det er 
et af de vigtigste og mest frygtede aspekter af cancer. På trods af progressive forbedringer indenfor detektion og 
systemisk behandling af sygdommen, er metastasering den førende årsag til cancerrelateret død.  
 
6.1 Den metastatiske proces 
Når den primære tumor metastaserer, foregår det gennem en yderst specialiseret flertrinsproces. Enkelte af disse trin 
kan mange tumorceller overkomme med en vis succes, men samtlige trin skal opfyldes før en egentlig metastase 
dannes.  
 
I takt med at den primære tumor vokser, får den brug for en blodforsyning, der kan opfylde dens metabolske behov. 
Under en proces kaldet angiogenese, syntetiseres og frigives faktorer fra tumoren, der tillader dannelse af et nyt 
kapillærnetværk fra det omkringliggende. Denne omfattende vaskularisering skal finde sted, hvis tumoren skal vokse 
større end 1 - 2 mm i diameter. De nydannede blodkar vil, udover at tjene som blodforsyning, også tilfører en flugtvej 
der tillader tumorcellerne at krybe gennem karvævet til det cirkulatoriske blodsystem – benævnt ekstravasering. 
Løsrevne tumorceller kan på nogenlunde tilsvarende vis også komme i cirkulation med lymfesystemet. De tyndvæggede 
lymfatiske kanaler yder meget lidt modstand mod penetrering, og er den mest almindelige rute til cirkulationen. 
Løsrivelse og embolidannelse af enkelte tumorceller eller aggregater finder dernæst sted, de fleste cirkulerende 
tumorceller bliver hurtigt tilintetgjort.  
 
 
Figur-6-1. Den metastatiske proces består af en række trin: a) cellulær omdannelse og tumorvækst. b) Vaskularisering 
(kardannelse) for at imødekomme den øgede metabolske behov. c) Frigørelse fra primærtumoren, og invasion til det 
omkringliggende væv og det cirkulationen. d) embolidannelse og transport gennem cirkulationen. Arrest i sekundære 
organer og tilhæftning til kapillærbaner. e) Ekstravasation (blodudtrædning) . f) Proliferering (hastig formering) i det 
sekundære organ samt vaskulerisering. Metastasecellerne er nu i stand til at invadere nye blodkar og gennem 
cirkulationen danne nye metastaser 21. 
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De tumorceller som lever i cirkulationen længe nok og samtidigt overlever det immune og det non-immune forsvar, vil 
arresteres mekanisk i kapillærer af fjerne organer, hvor de hæftes til kapillære endothelceller og ekstravaserer til det 
omkringliggende væv. Når de først er kommet til det nye site, skal cellerne initiere og vedligeholde vækst for at danne 
præ-angiogenetiske mikrometastaser. Denne vækst skal stabiliseres ved udvikling af nye blodkar før den makroskopiske 
tumor kan dannes. Omtrent som det var tilfældet for den primære tumor. Tumorcellerne kan derefter på ny invadere 
blodkar og fortsætte spredningen til andre vitale organer 16;20. 
 
 
6.2 The ’seed and soil’ hypothesis: 
Brystcancer spredes ofte til knoglerne, CNS, lever og lungerne 63). Det har længe været kendt, at visse typer cancer har 
et organspecifikt metastasemønster. I 1889 publicerede den engelske kirurg Stephen Paget the ’seed and soil’ 
hypothesis, der postulerede, at metastasers spredningsmønster ikke var vilkårligt, og at visse tumorceller (the seed) 
havde et forudbestemt mikromiljø (the soil) for hvilket de havde en højere affinitet (genudgivet udgave 46)21. Denne 
hypotese skulle i 1920’erne blive udfordret af James Ewing, som mente at mekaniske faktorer var årsag til den 
organspecifikke tendens. Det cirkulatoriske blodsystems mønster bestemte tumorcellers transportrute fra den primære 
tumor til specifikke sekundære organer. Afhængig af tumorcellernes og kapillærbanernes størrelse, ville cellerne 
arresteres mekanisk i de første eller sekundære kapillærbaner på ruten, for derefter at ekstravasere fra blodet 16.  
Det har i mellemtiden vist sig, at begge hypoteser er plausible. Obduktionsstudier af Weiss fremviser evidens for to 
vigtige pointer ved ’seed and soil’ debatten; at både metastasecellers affinitet til specifikke organer og mekaniske 
faktorer kan være skyld i det ikke-vilkårlige metastatiske mønster 63, og dette er nu bredt accepteret som basisprincippet 
indenfor cancermetastaser. 
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6.3 Hvornår dessiminerer den primære tumor : 
Der er opstillet to modeller for hvornår tumorceller dessiminerer fra den primære tumor. Den traditionelle model 
fremført af Fidler bebuder, at metastaseceller er sjældne, og at metastasering er en sen, tidsafhængig begivenhed i 
tumorprogression, der finder sted fordi visse subpopulationer i den primære tumor ophober stabile genetiske ændringer 
og derved tilegner sig metatsatisk potentiale under de sene stadier af tumor progression 21;22. Denne traditionelle 
hypotese for brystcancerdessiminering involverer altså en succession af kliniske og patologiske stadier begyndende med 
carcinoma in situ, der progresserer til invasive læsioner og kulminerer i metastatisk sygdom.  
 
Den traditionelle model for metastasedannelse har længe været anvendt som en basis for metastasedannelse. Men en 
række begivenheder, som ikke synes, at lade sig forklare ved den traditionelle model, har medfødt en ny teoretisk model 
for metastasedannelse, der bebuder at dessimminering ikke sker som en sen event i en subpopulation af primærtumoren, 
men snarere tidligt og måske kontinuerligt under tumorprogression. Ekspressionsstudier samt genetisk karakterisering 
af DTC danner basis for denne nye teori. 
6.3.1 Ekspressionsstudier indikerer tidlig spredning  
Fidler’s teori, om at metastatiske egenskaber tilegnes sent under tumorvækst, står i kontrast til nyere fund, om at 
brystcarcinomaer har specifikke genekspressionsprofiler, som er forbundet med udviklingen af metastaser. Disse 
profiler forudser prognoseudfaldet signifkant bedre end standard histologiske og kliniske kriterier 58;62. Andre studier 
understøtter disse data og fremfører den anden teori, der bebuder at potentialet for udviklingen af metastaser er tidligt 
bestemt i tumorgenesen, hvilket forklarer hvorfor de fleste celler i den primære tumor udtrykker den molekylære 
signatur, som er forbundet med metastatiske tumorer, eller ’dårlig prognose signatur’. Denne model udfordrer Fidlers 
traditionelle model og indikerer dermed, at det ikke er små populationer af den primære tumor der har metastatisk 
kapacitet, men nærmere de fleste celler i primærtumoren. 4 59. Selv små tumorer uden spredning til lymfeknuder kunne 
udtrykke den dårlig prognose signatur der afspejlede, at de allerede var programmerede til metastatisk fænotype 59. 
 
Om en tumor tilegner sig metastatisk potentiale sent eller tidligt under tumorprogression, er endnu til debat, men af stor 
vigtighed bl.a. i forhold til at bestemme hvornår primærtumoren dessiminerer. Ydermere vil det have klinisk betydning i 
forhold til antallet af tumorceller, der tilegner sig metastatisk potentiale. Hvis tumorcelledessiminering begynder tidligt 
under tumorgenesen, afføders mange potentielt metastatiske celler, mens senere dessiminering afføder få potentielt 
metastatiske subkloner 47. 
 
Genekspressionstudier er end-point assays, og selvom de kan være vigtige for at estimere risikoen for patienter, kan de 
ikke kortlægge de patologiske begivenheder, der fører til egentlige metastaser. Den underliggende biologi for hvorfor 
og hvornår tumorcellerne dessiminerer er uklar, men hjælpes på vej at studier med DTC. 
6.3.2 DTC indikerer tidlig spredning 
Schmidt-Kittler et al. har undersøgt ved hvilket stadie DTC dessiminerer fra den primære brysttumor. Ved hjælp af 
single-cell comparative genomic hybridization (CGH) kunne der observeres en høj genetisk heterogenesitet i DTC fra 
M0 patienter selvom de havde færre kromosomafvigelser end både den primære tumor eller tumorceller isoleret fra M1 
patienter. Yderligere blev der fundet adskillige DTC fra M0 patienter, der ikke havde detekterbare genetiske afvigelser, 
mens disse var meget karakteristiske hos celler fra M1 patienter 53. Dette stemmer overens med CGH-baseret data af 
Klein et al., der understøtter en overvældende mængde af forskellige vilkårlige ændringer i M0 celler, og at denne 
gruppe genetisk bliver mere homogen ved progression til M1 stadiet 32. En tolkning af dette overraskende fænomen 
kunne være, at tumorceller dessiminerer under et mindre udviklet stadie end det tidligere var troet som foreslået af 
Schardt et al. 51. Denne hypotese understøttes af et andet studie der fandt af kun enkelte DTC fra M0 patienter havde 
tumorsuppressor TP53 mutation, der var forbundet med de sene stadier af tumorprogression 45.  
 
Efter det er blevet åbenbart, at brystcancerpatienter uden metastaser til lymfeknuderne (pN0) kan opleve recidiv længe 
efter en succesfuld primæroperation, er der kommet større fokus på om der findes andre dessimineringsruter end den 
lymfatiske, så tumorcellerne spredes udenom lymfeknuderne. 
6.4 Kliniske spredningsmønstre 
Det metastatiske spredningsmønster ved brystcarcinomaer er ikke enstydigt. Selvom tilstedeværelsen af metastaser i 
armhulelymfeknuder forudsiger udviklingen af fjernmetastaser, oplever 20-30 % af patienterne uden metastaser i 
lymfeknuder alligevel recidiv, selv ved analyser med meget sensitive assays 8. Dette indikerer, at spredningen af 
tumorceller må ske ad andre veje der forbigår lymfeknuderne.  
Pantel og Brakenhoff har opstillet to modeller for metastisk spredning. De er komplementære, men udgør specifikke 
ruter 47: i) lymfatisk spredning: I den første model dessiminerer cancerceller fra den primære tumor til lymfeknuder eller 
 15
blod ved tidligt stadie af tumorvækst. DTC proliferer og danner solide metastaser i lymfeknuder, mens tumorceller der 
spredes til fjerne egne med blodet, dør eller forbliver hvilende. Ved senere stadier, dessiminerer tumorcellerne fra det 
etablerede site i lymfeknuden til fjerne egne, hvor de igen er i stand til at etablere sig som solide metastaser. ii) 
hæmatogen spredning: i den anden model dessiminerer celler kontinuerligt gennem blodet fra den primære tumor til 
fjerne egne, hvor de danner metastaser uden tidligere passage gennem lymeknuderne. Hos patienter med brystcancer, 
lader denne hæmatogene dessiminering til at foregå meget tidligt ved tumorprogresssion 47. I begge modeller kan 
yderligere hæmatogen spredning ske fra de åbenbare metastaser som med tiden udvikles i lymfeknuder og fjerne 
organer. Mekanismer der fører til direkte hæmatogen tumorcelledessiminering er ikke klarlagt, men er sandsynligvis 
faciliteret af en høj mikroblodkar densitet i den primære tumor, da dette sidstnævnte træk er korreleret med DTC i det 
perifere blod og i knoglemarven 23 
6.4.1 Molekylære determinater i primær tumor bestemmer spredningsruten 
At spredning ved brystcancer kan ske hæmatogent uden tilknytning til lymfeknuderne understøttes af nyere 
ekspressionsstudier. Under et af disse studier af Woelfle et al., blev dessimineringsruten af brystcancertumorceller 
undersøgt med cDNA arrays. Knoglemarven blev brugt som indikatororgan for hæmatogen spredning for pN0M0 
patienter, mens lymfeknuderne blev brugt som indikatororgan for lymfatisk spredning. Woelfle et al. dokumenterede en 
specifik signatur forbundet med lymfatisk dessiminering (den primære tumor havde spredt sig til lymfeknuderne), som 
var forskellig fra den hæmatogene dessiminering (den primære tumor havde spredt sig direkte til knoglerne), med kun 9 
gener tilfælles og mere end 80 gener der adskiller deres profiler. Disse resultater indikerer, at de to dessimineringsruter, 
henholdsvis den hæmatogene og lymfatiske, er forskellige og bestemmes af distinktive molekylære determinanter 67. De 
gener der var forskellige var involveret i ekstracellulær matrixremodellering, adhæsion, cytoskellet plasticitet og signal 
transduktion. Særligt hypoxia-inducible factor (HIF)-1α signaltransduktion pathwayen viste sig at være opreguleret ved 
primærtumorer, der spredtes hæmatogent. ydermere var der en nedregulering i gener der er ansvarlige for HIF-1α 
degradering. Hypoxi er tidligere diskuteret for at være en drivkraft bag tumorspredning. Dette er bemærkelsesværdigt i 
sammenhæng med en hæmatogen spredning, idet der allerede kan observeres et øget HIF-1 α proteinniveauet ved 
tidlige stadier af brystcancerudviklingen, Dermed kunne det bidrage til tidlig metastatisk potentiale (udtrykt ved tidlig 
spredning) i brystcancerceller. Woelfle et al. afviser at hypoxi er den direkte årsag til dessiminering, idet at andre 
hypoxiinducerende transkriptionsfaktorer ikke var opreguleret. Resultaterne peger snarer mod en dysregulering af HIF-
1α pathwayen som inducer for spredning 67. 
Særligt interassant var det at den specifikke molekylære signatur i primærtumorer der metastaserede hæmatogent var 
karakteriseret ved suppression af genekspression 67. 
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7 Eksperimentelle tilgange til at studere metastasering 
Metastasering er en stærkt ineffektiv proces, idet kun få tumorceller, som frastødes den primære tumor, kan blive til 
store tumorer på et sekundært site. Det kræves at alle trin udføres med succes før makrometastaser bliver klinisk 
relevante. Nogle af de metastatiske trin har gennem eksperimentelle studier vist sig at være særligt begrænsende for 
metastatisk effektivitet.  
 
7.1  Kritiske trin for metastasering 
Metastaseprocessen er blevet modeleret eksperimentelt. Det mest almindelige assay for at teste det metastatiske 
potentiale in vivo har været gennem ’eksperimentel metastaser’ - end-point assays, hvor målet er dannelse af synlige 
metastaser ved sekundære sites. Eksempelvis er injektion af tumorceller direkte i cirkulationen efterfulgt af 
bestemmelse af antallet af metastaser i targetorganer som lunger eller knogler en simpel metode til at evaluere arrest og 
vækst af tumorceller i targetorganet {Chambers, Groom, et al. 2002 #40}. Studier der bruger dette assay, har vist at 
ekstravasering ikke er specielt ratebegrænsende, men at vækst af metastaser er utilstrækkelig.  
Et af de studier blev udført af Luzzi et. Al, der bruger denne ’eksperimentelle metastase’ på en muselevermodel med en 
melanoma cellelinie (B16F1). Studiet rapporterede, at de fleste injekterede celler (>80 %) overlevede cirkulationen og 
ekstraverserede inden 3. dagen. Få af disse proliferede og 2,5 % dannede mikrometastaer (4 til 16 celler) ved 3. dagen. 
Igen kun få af disse mikrometastaser (1 %) fortsatte væksten til makroskopiske tumorer ved den 13. dag, hvor de fleste 
mikrometastaser forsvandt{Luzzi, MacDonald, et al. 1998 #640}. Celletab af de injekterede celler skete gennem to 
faser; få (10 %) forsvandt i cirkulationen indenfor kort tid mens 50 % af de injektere celler forsvandt langsomt (to uger) 
fra det sekundære site de havde ekstraverseret til. Hermed indikeres det at tidlig destruktion af tumorcellerne i 
cirkulationen ikke bidrager stort til metastatisk ineffektivitet. Ydermere viste Luzzi et al., at kun en lille andel (2,5 %) af 
de ekstraverserede celler dannede egentlige mikrometastaser, mens resten forblev som enkeltceller i levervævet. Dette 
indikerer, at et stort bidrag til metastatisk ineffektivitet skyldes at tumorcellerne ikke er i stand til at initiere vækst i 
targetorganet. Eftersom kun 1 % af de dannede mikrometastaser kunne videreudvikles til makroskopiske tumorer, 
konkluderes det, at der må være andre bidragende faktorer til den metastatiske ineffektivitet {Luzzi, MacDonald, et al. 
1998 #640}. Dette understøttes af Naumov et al. {Naumov, MacDonald, et al. 2002 #490} 
Disse assays er begrænset ved introduktionen af in vitro kultureret celler på en nonfysiologisk facon.  
En mere fysiologisk fremgangsmåde til at analysere metastasedannelse er ved at injektionere tumorceller i et passende 
væv (orthotopic) efterfulgt af vækst af primær tumor som kilde til de celler der metastaserer {Chambers, Groom, et al. 
2002 #40}. Sådanne ’spontane metastaser’ er mere præcise, idet de afhænger af den primære tumors vækst, mens 
cellerne selv skal forlade den primære tumor aktivt og intraversere til det cirkulatoriske system. På den måde 
overkommer cellerne alle de kritiske trin før der dannes metastaser. Netop via denne model har det været muligt, at 
undersøge en tidlig begivenhed af metastasering. Wyckoff et al. har under et kvantitativt in vivo studie i en rottemodel 
vist, at et specifikt trin i metastasering - intraversering til det vaskulære væv er et kritisk trin, der bidrager til forskelle 
mellem metastatiske og nonmetastatiske celler.  
Metastatiske (MTLn3) og non-metastatiske (MTC) cellelinier fra rottebrystcarcinoma blev anvendt i et ’spontant 
metastase assay’. Disse injekterede celler var mærket med GFP3 , så de primære tumorer, der dannedes efterfølgende, 
kunne undersøges in vivo med time lapse confocal mikroskopering for direkte at kunne observere opførslen i forhold til 
intraversering til det cirkulatoriske system. Studiet viste, at der var to overordnede forskelle mellem metastatiske og 
nonmetastatiske primære tumorer: i) cellerne i metastatiske tumorer var i højere grad orienteret mod blodkar og ii) 
nonmetastatiske tumorceller havde en tendens til at fragmentere {Wyckoff, Jones, et al. 2000 #200}.  
Selvom disse resultater indikerer at flere metastatiske celler intraverserer cirkulationen i forhold til nonmetastatiske 
celler har Goodison et al vist, at nonmetastatiske tumorer kan frigive mange tumorceller i det vaskulære system 
{Goodison, Kawai, et al. 2003 #500}, hvorfor vækst i targetorganet, som tidligere beskrevet, sandsynligvis spiller en 
vigtigere rolle for metastatisk effektivitet. Andre ’spontane metastase’ forsøg rapporterer, som de ’eksperimentelle 
metastase’ modeller, at vækst i det ektopiske site er af særlig begrænsende karakter {Suzuki, Mose, et al. 2006 
#480}{Goodison, Kawai, et al. 2003 #500}.  
  
På nuværende tidspunkt vides der kun lidt om, hvad der kræves for at DTC kan overleve passagen i blodet og den 
efterfølgende invasion af organer i patienter. Men det sidste trin (genoptaget proliferering) lader til at være af særlig 
betydning. Disse dyrestudier understreger vigtigheden af tumorinteraktioner med lokale værtsceller i det ortotopiske 
væv såvel som i det ectopiske væv. Dette åbner op for at undersøge klinisk relevante aspekter af denne metastatiske 
ineffektivitet, eksempelvis i hvor stor grad metastasering er afhængig af den anatomiske distribution af DTC eller om 
der kan observeres et reelt organspecifikt metastasemønster og i så fald årsagerne hertil.  
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7.1.1 Anatomisk distribution 
Blodgennemstrømning og den lymfatiske pathway kan i nogle tilfælde forklare nogle mønstre af metastasering, men 
ikke alle. Tumorceller bliver tillagt den egenskab at kunne ’home’ til at specifikt organ, eksepelvis brystcancer der 
homer til knoglemarven. Chambers et al. mener at tumorcellernes arrest i systemet hovedsagligt sker mekanisk, og at 
denne organspecificitet, homing, er en afspejling af en organspecifik vækst. Dvs. metastasemøstreret ikke bestemmes af 
en affinitet til et specifikt site, men at tumorvækst reguleres af molekylære interaktioner mellem cellerne og 
mikromiljøet efter mekanisk arrest i det respektive organ {Chambers, Groom, et al. 2002 #40}. Således vil den 
anatomiske distribution være afhængig af placeringen af den primære tumor og det cirkulatorisk mønster der kan føre til 
mekanisk arrest som forslået af James Ewing i 1920’erne (se ’metastasering’) {Chambers, Groom, et al. 2002 #40}. 
7.1.2 Organspecifik metastase med knoglerne som targetmodel 
I nogle tilfælde vil knoglerne være site for metastatisk tumorvækst, fordi det er det første sted cirkulerende DTC fra den 
primære tumor arresteres. Brystcancer der har en høj, ikke-vilkårlig forekomst af knoglemetastaser, må givetvis 
indeholde tumorceller med særegne egenskaber værende forskellige fra tumorceller, der ikke metastaserer til knoglerne.  
 
Disse egenskaber kan inkludere produktion af proteolytiske enzymer, angiogenetiske faktorer, autokrine 
vækststimulerende faktorer, øget ekspression af celle adhæsions molekyler (CAM’er) og resistens mod værtens 
immunforsvar {Boyce, Yoneda, et al. 1999 #920}. Men selvom metastatisk brystcancer deler flere af disse egenskaber, 
er det endnu et uforklarligt fænomen hvorfor brystcancer har et metastaseringsmønster til specifikke organer som 
knoglerne. Anatomien af det cirkulatoriske system lader til at forklare nogle mønstre af metastasering {Chambers, 
Groom, et al. 2002 #40}, men ikke alle. Studier har indikeret, at metastasemønsteret for brystcancer skyldes både 
affinitet til et bestemt site via ’hominggener’, men også interaktioner mellem tumorcellerne og det lokale mikromiljø i 
det ektopiske site, som behandlet i det følgende.  
 
Genprofil for knoglespecifik metastase 
Nyelige genekspressionsprofiler med brystcancercellelinier, der metastaserer til specifikke targetorganer, har afsløret en 
liste af interessante gener og faktorer involveret i en organspecifik profil. Blandt andre har Kang et al {Kang, Siegel, et 
al. 2003 #30}undersøgt den molekylære basis for osteolytisk benmetastaser i en musemodel.  
Kang et al. udvalgte metastatiske subkloner fra brystcancercellelinier ved at injektere tumorceller i musevener og høste 
metastaser dannet i andre forskellige organer. De fandt, at metastaser isoleret fra forskellige organer havde forskellige 
karakteristiske ekspressionsprofiler, der var forskellige fra den af den primære tumor. Specifikke profiler var ikke kun 
forbundet med højt metastatisk potentiale, men også med specifik metastasering til knoglerne. Der blev identificeret 
celleoverflade og sekretoriske gener, hver med funktioner, der influerede benmarvmikromiljøet til fordel for metastaser. 
Generne var forbundet med cellehoming til knoglerne, angiogenese, invasion og steoklastrekruttering, eksempelvis 
kemokinreceptor (CXCR4 - homing), matrix metalloproteinase (MMP1 - invasion), connestive tissue growth factor, 
fibroblast growth factor (CTGF + FGF5 - angiogenese), interleukin og osteopontin (IL11 + OPN - osteolyse).  
 
Nogle af de identificerede gener havde ingen effekt på den metastatiske aktivitet, når de blev udtrykt alene. Men ved 
kombinatorisk ekspression af disse gener induceredes knoglemetastase i celler, der normalt ikke ville koloniserer til 
knoglerne. Dvs. at dannelse af metastaser krævede et samarbejde mellem adskillige gener, der kunne komplimentere 
hinanden. Eksempelvis var osteopontin (en multifaktoriel adhæsionsfaktor) generelt krævet til metastasering, men 
skulle komplementeres af interleukin11, der var specifik for knoglerne. Resultaterne peger mod, at der skal tilegnes 
nogle komplementære nøglefunktioner før tumorceller kan metastaseres til knoglemarv {Kang, Siegel, et al. 2003 #30}. 
Flere studier finder lignende resultater (profil){van 't Veer, Dai, et al. 2002 #140}{Woelfle, Cloos, et al. 2003 #50} 
Hvilket indikerer, at knoglemetastase er en selektiv proces som kræver en specifik molekylær signatur. 
Knoglesignaturen var hovedsaligt karakteriseret ved transkriptionel undertrykkelse (silencing af gener). Dvs. at mange 
gener var nedreguleret i forhold til kontroller. Den funktionelle relevans af denne undertrykkelse er ikke undersøgt 
gennem dette studie, men Woelfle et al. Mener, at det afspejler en teori om at gensilencing er bidragende til 
tumorprogression {Woelfle, Cloos, et al. 2003 #50}. 
Det er svært at vide, om disse profiler er resultat af en ’modning’ som sker i knoglemarvsmiljøet eller om de specifikke 
gener er nødvendige for den primære dessiminering af tumoren. Kang et al. mener, at eftersom den ’metastatiske profil’ 
ikke var observeret hos celler i den primære tumor, må den genetiske udvikling af DTC være resultatet af det selektive 
pres påført dem i knoglemarvsmiljøet.  
  
Knoglemarvsmiljøet og metastaser 
Der har i den nyere tid været flere studier der har indikeret at mikromiljøet i targetorganet aktivt deltager i 
brysttumorers tilbøjelighed til at metastasere bestemte væv, og at knoglerne tilfører en særlig frugtbar ’soil’. Det lokale 
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kemokine miljø kan være en mulig forklaring til denne tendens. Kemokiner er en superfamilie af små opløselige 
peptider, der inducerer cellemigration og er essentielle for ’homing’ af leukocytter. Særligt kemokinerne CCR7, 
CXCR5 og deres ligander er nødvendige for homing af T og B lymfocytter til lymfeknuder. Det er derfor tænkeligt, at 
kemokiner spiller samme rolle for tumorceller, der udtrykker disses receptorer. To kemokinreceptorer bliver hyppigt 
udtrykt i en brystcancercelle; CXCR4 og CCR7. CXCR4 udtrykt på brystcancerceller interagerer med dets ligand 
CXCL 12 hvis ekspression er højest i lunger, lever, lymfeknuder og knoglemarv og få i hjernen, der alle er hyppige 
metastaseringssites for brystcancer CCR7/CCL21 receptorparret er tilknyttet lymfeknuderne. Et studie af Muller et al. 
dokumenterer, at antistoffer mod CXCR4 kan blokere metastasering af en tumorcellelinie (MDA-MB-231), der typisk 
metastaserer til lymfeknuder og lunger i dyremodeller {Muller, Homey, et al. 2001 #940}. Disse observationer 
indikerer en rolle for kemokine receptorer i dannelse af organspecifikke metastaser.  
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8 Dvale og metastaser  
 
8.1 Eksperimentelle data for tumorcelledvale 
Tumorceller i dvale er ofte asymptotiske og klinisk usynlige i måneder, nogle gange år, får de fører til recidiv i 
brystcancerpatienter. 
To hypoteser om årsager til tumordvale er opstillet gennem dyremodeller og menes at bidrage til metastatisk 
ineffektivitet: i) tumordvale kan skyldes præ-angiogenetiske mikrometastaser (≤ 2mm), som ikke har tilegnet sig evnen 
til at blive vaskuleret eller ii) enkelte celler (DTC) der forbliver i et sekundært væv en længere periode uden at dele sig 
(G0 fase).  
8.1.1 Manglende vaskulering af mikrometastaser 
Holmgren et al har identificeret preangiogenetiske mikrometastaser i muselunger, som ikke voksede sig større end 200 
µm, men forblev metabolsk aktive. Denne størrelsesbegrænsning blev holdt ved en staedy-state balance mellem rater af 
tumorcelle proloferering og apoptose og derved ingen netvækst af metastaser. Ændringer i de egentlige egenskaber af 
disse dvale mikrometastaser eller deres mikromiljø ved et senere tidspunkt, udløste metastatisk vækst forbundet med 
forstyrrelse af angiogenese/apoptose balancen. Progresiv vækst i sådanne mikrometastaser var begænset grundet 
manglen for tumorens til at blive vaskulariseret 29.  
8.1.2 Enkelttumorceller 
Tidligere studier af Naumov et al. har identificeret DTC som en anden mulig kilde til metastatisk dvale. Dette studie har 
vist, at en stor andel (~50-80 %) af brystancerceller distribueret til muselever via cirkulationen kan forblive i vævet i en 
forlænget periode (op til 77 dage) som enkelte nonprolifererende celler i dvale. Denne overraskende opdagelse er 
observeret for populationer af både metastatiske og non-metastatiske tumorceller. Den meget metastatiske cellelinie 
(D2A1 celler) kunne gro makrometastaser fra meget få celler (~0.006 %) med størstedelen (~80 % celletab) af 
injekterede celler undergik apoptose eller blev dræbt af leukocytter. Men en del (~20 %) af de injekterede celler vedstod 
som nonproliferende celler i dvale. Derimod kunne ca. 80 % af de ringe metastatiske celler vedblive som tumoirceller i 
dvale i museleverne. En andel af disse celler kunne udtages og dyrkes under in vito forhold 11 uger efter injektion i 
mus. Derudover havde disse celler stadig egenskaber til at danne primære tumorer i brystfedtknuder (pad). Disse 
dvalende tumorceller kan være en potentiel kilde til lejlighedsvis non-angiogenetisk tumor og endnu mere sjældent, 
men letalt, angiogenetiske metastaser44. 
 
Samme gruppe har vist, at flere end 33 % af alle tumorceller distribueret til leveren forblev i vævet gennem længere tid 
(13 dage) som enkeltstående celler (DTC), der hverken undergik proliferering eller apoptose og derved var i 
dvaletilstand. Til sammenligning undergik 97 % makroskopiske tumorer apoptose eller proliferering (målt ved 
apoptosemarkør TUNEL og prolifereringsmarkør Ki-67). Kun en lille andel (~2 %) af de ekstraverserede celler dannede 
egentlige mikrometastaser (4-16 celler) og af disse var det kun 1 % (svarende til ca. 0.02% af de oprindeligt injekterede 
celler) der kunne videreudvikles til makroskopiske tumorer. De fleste mikrometastaser der ikke kunne vokse til 
makroskopiske metastaser forsvandt og betyder at tabet af mikrometastaser sker ved en 10 gange højere rate end tabet 
af DTC. Luzzi et al. foreslår at tumorceller der prolifererer in vivo er mere udsatte for destruktion end tumorceller i 
dvale, og at denne dvale er årsag til den observerede metastatiske ineffektivitet 36. Det særligt interessante var, at der to 
uger efter injektion kunne observeres 36 % DTC, der stadig var tilstede i levervævet, hvoraf 95% var i dvale 
sammenlignet med kun 3% makroskopiske tumorer. 
Flere studier viser samme resultat: ved et lignende studie viser Goodison et al. at tumorceller kan spontant løsrives fra 
uforstyrrede tumorer (’spontan metastase’ muse model) og være hvilende, men levedygtige i muselunger helt op til 6 
måneder efter fjernelse af den primære tumor 25 et andet forsøg at Suzuki viser at DTC kunne være i dvaletilstand i 
knoglemarven af mus op til en måned efter den fjernelse af den primære tumor 57. 
 
Der er indikationer på at DTC ikke udvikles til metastaser på grund af det specifikke mikromiljø i knoglemarven der 
holder dem i en stringent ’dvalekontrol’. Suzuki et al. viser at DTC i dvale kan udtages fra metastasefri knoglemarv hos 
mus der har multiple aktivt voksende lungemetastaser. Disse DTC kunne reaktivere proliferering, tumorgene 
egenskaber og havde spontant metastatisk potentiale når de blev reinokuleret ortotopisk. Disse DTC stammede fra den 
højmetastatiske cellelinie M-4A4 CL16, der er kendt for at metastasere til lunger og lymfeknuder, men de fundne DTC 
kunne ikke lave metastaser i knoglemarven. At cellerne godt kunne danne metastaser i lungerne tyder på at DTC i dvale 
ikke mangler metastatisk potentiale. Endvidere viste de, at den manglende evne til at kolonisere sig ikke skyldtes, at 
tumorcellerne ikke blev distribuerede til organet, idet massive doser givet gennem infusion ikke nødvendigvis affødte 
voksende kolonier57.  
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Figur 8-1. Mulige skæbner af tumorceller i det sekundære site. Tumorceller kan her eksistere som enkeltceller, små 
præangiotiske mikrometastaser eller større vaskulariserede metastaser. Ved hvert trin vil kun et fåtal fortsætte til det 
næste niveau, og de resterende forbliver i en dvaletilstand eller dør. Enkeltceller i dvale refererer til tumorceller der 
hverken undergår proliferering eller apoptose, mens præangiotiske mikrometastaser holdes i en dvaletilstand af en 
balance der indfinder sig mellem aktiv apoptose og aktiv proliferering 16.  
 
Derudover har Suzuki bekræftet, at nonmetastiske tumorer også kan dessiminere celler, som finder hvile i flere organer. 
Disse celler var levedygtige og tumorgene efter udtagning og reinokulering i mælkekirtler, men var stadigvæk 
nonmetastatiske selvom de var i stand til at desiminere. Dette demonstrerer, at DTC behøver bidragende faktorer fra 
specifikke organer for at danne tumorer 57.  
Studier i dyremodeller kan bidrage med vigtig information omkring tumorgenesen af metastaser, især når disse data 
integreres med data fra kliniske studier.  
 
8.2 Kliniske data for tumorcelledvale 
In vivo studier har demonstreret at DTC kan forblive i den dvaletilstand observeret i dyremodeller i op til mange år. 
Wiedswang et al. har vist i en gruppe sygdomsfrie (disease-free, DF) patienter (efter fjernelse af den primære tumor), at 
DTC kunne observeres i knoglemarven både under den primære operation såvel som tre år efter. Tilstedeværelsen af 
DTC var associeret med et klinisk dårlig udfald; 21 % af patienterne med DTC oplevede recidiv sammenlignet med 7 % 
af de som ikke havde DTC i knoglemarven ved diagnosetidpunktet 65. At tilstedeværelsen af DTC er forbundet med et 
ufavorabelt klinisk udfald tyder på at disse celler med tiden bryder ud af denne ’dvalekontrol’ og udvikler sig til klinisk 
relevante metastaser.  
 
Det er blevet foreslået, at DTC entrerer knoglemarven som ’umodne’ tumorceller, der ikke kan danne metastaser og at 
en genetisk udvikling til at gøre dem potente, hæmmes af det specifikke selektive mikromiljø i knoglemarven 51. I 
denne fortolkning reflekterer tumorcelledvale den tid det kræves før ’umodne’ tumorceller tilegner sig fuld kapacitet af 
uhæmmet vækst. Denne selektionsmodel er i overensstemmelse med det faktum, at DTC i patienter med egentlige 
metastaser ligner hinanden genetisk 32og peger på, at tumorceller kan løsrives fra læsioner ved sekundære sites som 
knoglemarven, recirkulere og komme til syne ved andre metastatiske sites med samme genetiske profil. 
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9 Metoder for tumorcelle detektion 
Dette afsnit vil søge at belyse status for DTC assays. Validering af DTC assays er en vigtig komponent for at kunne 
tilbyde forskningsdata af høj kvalitet, der tillader effektivt brug af denne metastaseringsmarkør og retfærdiggøre dets 
brug som et surrugat end-point. 
 
9.1 Varierende resultater i DTC analyse 
Der har i tidernes løb været vekslende rapporteringer om hvorvidt DTC tilstedeværelse kan agere som prognosemarkør. 
De seneste, og mest omfattende studier, indikerer en stærk prognostisk effekt på patientoverlevelse. Det modsatte er 
sædvanligvis vist ved studier af lidt ældre dato, men selv de som viser en effekt har meget varierende resultater. I en 
undersøgelse med flere end 4000 stadie I-III (operable) brystcancerpatienter spændte detektionsraten for DTC i 
knoglemarven fundet ved ICC over 13-43 % 10. 
De meget forskellige detektionsrater skyldes sandsynligvis den store variation i den metodiske tilgang. Nogle faktorer, 
der kan have indflydelse på data, er følgende: heterogenesiteten af den undersøgte population, med hensyntagen til 
stadie (antallet af positive patienter og det absolutte antal af DTC per patient stiger med et højere klinisk stadie. 
Kriterier for at definere positivt farvede celler, antallet celler analyseret per patient, men også analytiske og 
præanalytiske (celleberigelses-) teknikker kan variere. Sidst skal nævnes at et antal forskellige DTC markører er blevet 
anvendt på tværs af studier. Dette kan have stor betydning for metodens niveau af specificitet og/eller sensitivitet 11. 
  
9.2 Standardiseret DTC detektion 
Det er endnu ikke en rutineprocedure at udtage knoglemarvsprøver ved klinisk behandling af brystcancerpatienter, såvel 
som der længe ikke har været retningslinier for en metodisk tilgang. DTC er ikke inkluderet i TNM systemet og intet 
internationalt konsensuspanel har foreslået dets brug som prognosemarkør. På trods af dette er der flere studier der 
fremhæver DTC i knoglemarven, som en vigtig metastasemarkør, og at DTC som en ny tumorstadiemarkør bør 
genovervejes. Derfor har adskillige forskerhold forsøgt at udvikle sensitive assays og standardiserede protokoller til 
DTC detektion. Eksempelvis har the German, Austrian and Swiss Societies for Senology for nylig nedsat et panel der 
ved en gennemgang af den tilgængelige litteratur er kommet til en konsensus for en standardiseret detektion af DTC 18. 
Disse tiltag er gjort, så det er muligt, at analysere data komparativt mellem de mange studier, såvel som at tillade 
multicenterstudier på tværs af grænser. 
 
Kriterier for en god tumorcelle detektionsmetode udarbejdet i 1999 af International Cociety of Cell Therapy (beskrevet i 
49) består af følgende: 
 
• Høj specificitet og sensitivitet 
• Reproducerbarhed  
• Hårdførhed 
• Objektive read outs 
• Potentiale for automatiseret analyse 
• Kvantificering af tumorbyrde 
• Karakterisering af tumorceller 
• Bevist klinisk signifikans 
 
Nogle af disse kriterier kan opfyldes ved specificitetbestemt markør for DTC og en tilpas stor prøvestørrelse (f.eks. 2 x 
106 celler/patient) udtaget fra to aspirationssites 49.  
De videre kriterier kan opfyldes ved hjælp af automatiseret mikroskopisk screening der hurtigt og objektivt kan ’læse’ 
mange immunofarvede slides som beskrevet af Borgen et al.6. En automatiseret mikroskopisk screening kunne detektere 
blot enkelte DTC’er blandt mange mononukleare celler i knoglemarven med høj reproducerbarhed og præcision, og 
derfor afskaffe den variation og unøjagtighed der måtte være ved manuel screening.  
 
9.3 Teknikker for DTC detektion 
De metoder der anvendes til at identificere DTC i knoglemarven skal skelne mellem epitele celler og andre (hovesagligt 
hæmatopoetiske celler). Derudover er det ønskeligt, dog ikke strengt nødvendigt, at skelne mellem tumorceller og 
normale epitelceller. Hvis der ikke er påvist klinisk spredning af tumoren under den primære operation, er der kun lille 
sandsynlighed for, at der ville kunne identificeres DTC med konventionel cytologi og histologi 52. Dette kræver andre 
mere sensitive teknikker til formålet. Den lave frekvens af DTC i knoglemarven (10-5 – 10-6) 48 nødvendiggør en bedre 
og mere sensitiv metode til detektion.  
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9.3.1 Antistofbaserede (cytometriske) assays 
Blandt antistofbaserede assays findes ICC og PCR. De anvendes begge til DTC detektering, men immunocytokemisk 
analyse med ’Ficoll density gradient centrifugation’ til celleberigelse er i dag den hyppigst brugte og bedst kendte 
fremgang til at identificere og screene for okkulte metastatiske brystcancerceller (se fig. 9.1). 
  
 
 
Figur 9-1. Benmarvsscreening for dessiminerede tumorceller  involverer immunocytokemisk analyse. Processen kan 
begynde med brug af ’density (Ficoll) gradients’ for at isolere mononukleare celler hvilke indeholder 
tumorcellefraktionen. Monoklonale antistoffer mod cytokeratiner bruges derefter til at identificere metastaserende 
epiteltumorceller. Den tidskrævende screeningsproces kan automatiseres med nye billedanalysesystemer. Procedurer for 
’tumorcelle berigelse’ ved brug af forskellige densitetsgradienter og antigenkoblede magnetiske partikler er under 
udvikling til at fremme detektionen af DTC 47. 
 
 
De fleste kliniske data er indsamlet med ICC 49. En fordel ved denne metode er at den tillader karakterisering af cellerne 
på et molekylært niveau, eksempelvis gennem ekspression af vigtige biologiske markører som ERBB2 
(genamplificering estimeret gennem FISH analyse) og morfologiske celleanalyse. Ulempen ved denne metode er dog, at 
identificering af intracellulære targets, som cytokeratiner gennem antistoftargeting, kræver at cellen er permabiliseret. 
En konsekvens af dette er at cellen mister sin levedygtighed, og gør det umuligt at skelne mellem døde og levedygtige 
DTC. Eftersom kun levedygtige celler kan føre til metastase går denne værdifulde information tabt 69.  
For brysttumorer er det mest benyttede target for antistofbaserede teknikker cytokeratiner. ERBB2 og MUC1 har også 
været anvendt til at identificere eller isolere DTC. Antistofbaserede teknikker har begrænsninger. Mange af 
antistofferne, der er rettet mod epiteleceller og brystcancerceller, er også kendt for at farve hæmatopoetiske celler med 
falskpositive resultater som udfald. Non-specifik farvning af plasmaceller kan ligeledes forekomme grundet en reaktion 
mellem den basiske fosfatase (AP) der anvendes ved APAAP visualiseringstrin i ICC proceduren 5. Afhængigt af det 
anvendte antistof bør der forventes en falsk-negatv detektionsrate på 1-3 % 5. Eftersom at tumor- og epitelspecifikke 
cellemarkørantigener udtrykkes differentieret i DTC, bruges der ofte et panel af monoklonale antistoffer for at berige 
DTC og facilitere deres detektion. 
9.3.2 Præanalytisk DTC berigelsesteknikker 
Selv i patienter med metastaser er antallet i knoglemarv lavt sammenlignet med de omkringliggende normale celler. 
Frekvensen af DTC i en cytologisk knoglemarvsprøve fra cancerpatienter er estimeret til 10-5 – 10-6 48. På baggrund af 
det lille antal DTC er der udviklet specifikke metoder til at berige (op til 10 000 gange) DTC populationen før de 
fraskilles andre komponenter fra knoglemarven. DTC berigelse bliver oftest gjort ved brug af density gradients 
(Ficoll/Hypaque) og immunomagnetisk selektions (IMS) teknikker (ved brug af magnetisk affinitet cellesortering eller 
magnetiske beads)66. Densitetsgradienter tillader isolering af mononukleare celler, der menes at indeholder DTC 
fraktionen. IMS teknikken bruger specifikke antistoffer, der er linked til små paramegnetiske beads ’ antigenkoblede 
magnetiske partikler’. IMS er positiv når de anvendte antistoffer targeterer epitel- eller brystcancerantistoffer eller 
negativ, når det targeterer almindelige overfladeantigener udtrykt på leukocytter (som CD45). Woelfle et al. har 
 23
sammenlignet immunomagnetisk berigelse i forhold til Ficoll density centrifugation, der viste en celleberigelse på hhv. 
35 % og 21%. En særlig bemærkelsesværdig opdagelse var at 75 % afden immunomagnetisk berigelse detekterede 
celleklynger på 2-10 tumorceller, mens Ficoll’s berigelse kun detekterede enkeltceller66. Immunomagnetisk berigelse er 
der med velegnet til detektering af mindre mikrometastaser, og højner samtidigt detektionsraten. 
9.3.3 Markør for DTC (mAber) 
Til at identificere og verificere DTC i knoglemarven med ICC metoden, er det nødvendigt med en markør for DTC. 
Denne markør bør være universelt ment specifikt udtrykt på alle brystcancerceller, nem at detektere, være klinisk 
relevant og teste 100 % sensitiv og specifik. Ingen nuværende DTC markør kan identificere en given cancertype med 
100 % sensitivitet (hvilket betyder at alle sygdomstilfælde tester positivt) og 100 % specificitet (alle kontroller tester 
negativt) 61, men det er efterstræbt, at optimere disse forhold. Målet er at undgå falsk-positive og falsk-negative fund. 
Adskillige protokoller med forskellige antistoffer er brugt ved DTC detektering. De fleste, og særligt de af nyere dato, 
anvender monoklonale antistoffer (mAb) mod cytokeratiner, der er bruges til at identificere metastaserende epithele 
tumorceller. Dette afsnit søger at klarlægge baggrunden for brug af monoklonale antistoffer mod cytokeratiner. 
Epitelceller og cytokeratiner: Brystkirtelvævet består overvejende af sekretoriske epitelceller det udtrykker 
cytokeratiner. Cytokeratiner er intermediefilamenter, der indgår i cytoskelletet af al epithelvæv. Epitelceller udtrykker 
kombinationer af forskellige cytokeratiner afhængigt af epitheltypen den oprinder af samt hvilket differentierings- og 
udviklingsstadie cellerne er på. Dette gør det muligt at bruge specifikke cytokeratiner som fingeraftryk, og tillader 
klasificering af alle epithelia på baggrund af deres cytokeratin ekspressionsprofiler. De vigtigste cytokeratiner er 
nummereret efter et katalog af Moll et. Al. 41. Disse cytokeratiner blev identificeret gennem deres biokemiske 
egenskaber i en to-dimensionel gelelektroforese af vævsekstrakter og deres identificering baseredes på deres 
isoelektriske punkt (ladning) samt molekylvægt. Hidtil er der kendskab til 20 forskellige typer, der nummereres fra 1-20 
på basis af deres molekylvægt. Moll kataloget inddeler de 20 cytokeratintyper i to grupper; de syreholdige type I/A 
(CK9-20) samt de basisk/neutrale type II/B (CK1-8) 41.  
I brystvævet udtrykker simpelt epithel de primære typer 8,18 og 19 samt yderligere type 7, hvor de mere komplekse 
epiteler inkluderer typerne 5 og 14 41. 
Neoplasmer og cytokeratiner: Cytokeratiner udtrykkes på forskellige niveauer og kompositioner i alle epithele tumorer. 
Epiteale tumorer er praktisk taget altid cytokeratinpositive, hvilket også gør sig gældende for malignt epithel i 
brystvævet, da cytokeratin profilen ikke ændres, selv efter transformering 68. Forekomsten af cytokeratin-typer afspejler 
helt eller delvist mønsteret som i det epithel, hvor tumoren udgår, hvilket danner basis for brug af antistoffer mod 
cytokeratiner udtrykt i brystankomne neoplastiske celler lokaliseret i knoglemarven. 
Visualisering af cytokeratiner i neoplasmer: Fremkomsten af selektive monoklonale Ab’er, der genkender individuelle 
cytokeratiner, har medført, at DTC fra brysttumorer kan detekteres i knoglemarven med ICC kombineret med 
morfologisk evaluering (’se X’). De fleste forskere bruger en kombination af adskillige mAB’er, der genkender 
forskellige cytokeratin antigener eller en bredspektret anticytokeratin mAB, der genkender en enkelt epitop som de 
fleste cytokeratiner har tilfælles. Hvis dette sidstnævnte spektre er tilstrækkeligt bredt anvendes ofte betegnelsen ’wide-
spectrum cytokeratine-Ab’ 47. AE1AE3 er blandt de mest anvendte bredspektrede mAb’er og er også anvendt af flere 
grupper involveret i DTC detektering i knoglemarven. En kombination af Ab’er eller et bredspektret Ab anvendes at to 
grunde, først og fremmest for at højne sensitiviteten, men ligeledes fordi at individuelle cytokeratinproteiner kan 
nedreguleres af epithele tumorer som det er tilfældet ved brystcarcinomaer. Ekspressionsanalyser har for nyligt 
indikeret, at nogle brysttumorer har en lavere ekspression af cytokeratiner, og at den reducerede ekspression var 
associeret med øget forekomst af positive fund i knoglemarven, sammenlignet med de patienter med opreguleret 
ekspression 67. Videre er det vist, at det nedregulerede ekspressionsmønster gælder særligt for CK18, og dets rolle som 
epitel tumormarkør bør reevalueres 68. 
 
Cytokeratiner er de mest anvendelige markør for epitelceller. Bredspektret cytokeratin antistoffer bruges især til at 
skelne karcinomer fra de ikke-epiteliale tumorer, der overvejende er cytokeratinnegativ, men vigtigst for 
problemstillingen af denne opgave, til at identificere/verificere DTC i lymfevæv eller knoglemarv, der ikke naturligt 
udtrykker cytokeratiner 9;52. Antistoffer med smal specificitet rettet mod én cytokeratintype eller få relaterede typer kan 
udnyttes til at skelne mellem karcinomer med forskelligt udgangspunkt, men anses ikke for at være velegnede til 
detektering af DTC i knoglemarven, grundet heterogenesiteten af DTC, hvilket ville betyder lav detekteringsrate 
grundet den heterogene forekomst af DTC. 
9.3.4 Hvorfor cytokeratiner i stedet for andre markører 
Andre markører for DTC er publicerede. Særligt brugt er mucin-1 (MUC-1) anvendt af Diel et al. 17og Mansi et al. 38. 
MUC-1 er en stor polymorf mucin, der bl.a. er involveret i modulering af vækstfaktorer samt celleadhæsion. De er vidt 
udtrykt på normal epitelvæv såvel som på brystcancerceller. Brugger et al. fremlægger resultater for en marginal 
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reduktion af falsk-positive resultater ved brug af antistoffer mod cytokeratiner end ved polymorfe epitele muciner, 
hvilket verificerer anticytokeratin som værende mest specifik 14. Alligevel rapporterer flere forfattere falsk positive fund 
med anticytokeratiner 5;34;43;64. 
Cytokeratiner har vist sig som meget sensitive markører hvis brug undermineres af deres knap så stærke specificitet (i 
kraft af de mange falskpositive fund). De er brugbare til at detektere dessiminerede epitelceller i knoglemarven, men er 
ikke ægte brystcancermarkører. Dvs. at identificering af DTC med cytokeratiner i knoglemarven bygger på hypotesen 
om, at der ikke bør findes epitelceller i knoglemarven, og at de i så fald er tumorceller. Studier har dog bekræftet den 
maligne oprindelse af cytokeratinpositive celler 32;42;51, og protokoller for kategorisering af positive fund er udviklet til 
at udradere falsk-positive fund, som, vel og mærke, afhænger af om den specifikke anticytokeratin markør er anvendt. 
 
9.4 Sammenligning af metoder - de tre protokoller med Anti cytokeratin 
Falsk-positiv farvning af hæmatopoetiske celler i knoglemarv øger behovet for at vide hvor specifikke de eksisterende 
protokoller er. Borgen et al. 7 har sammenlignet tre velkendte ICC-protokoller for detektering af DTC i knoglemarv, for 
at få et billede af hvor mange positive fund der i virkeligheden var DTC, og derigennem hvilken protokol, der udviste 
størst specificitet. Sammenligningsgrundlaget bestod af tre forskellige anti-cytokeratiner hhv. A45-B/B311, CK2 64og 
AE1AE3 52samt sammenligning af laboratoriemanualer og automatiseret screening. 
 
A45-B/B3 er et muse IgG1 monoklonalt antistof der reagerer med en epitop som flere cytokeratiner har til fælles inkl. 
CK8, CK18 og CK 19. Denne type Ab er langt mere sensitiv end de Ab som er targeteret mod enkelte Ab, grundet 
nedregulering af individuelle cytokeratinpolypeptider i nogle transformerede celler.  
CK2 er et muse IgG1 mAb rettet mod et enkelt antigen CK18.  
AE1AE3 er en cocktail af to muse IgG1, der i kombination reagerer med sure og basiske keratiner, og sammen dækker 
et spektrum af cytokeratiner: AE1 er rettet mod de fleste sure typer CK10/14-16/19, mens AE3 er rettet mod de basiske 
CK1-8.  
 
Specificiteten af A45-B/B3 og AE1AE3 protokoller var høj når de blev kombineret med morfologisk karakterisering. 
CK2 protokollen viste en mere uspecifik farvning af HC end de foregående. Alle tre protokoller kunne til tider resultere 
i AP-visualisering/ immunofarvning af HC’ er. A45-B/B3 og AE1AE3 protokollerne viste sig at være særdeles 
specifikke på trods af de til tider falske positiver. For hhv. A45-B/B3 og AE1AE3 antistofferne blev kun 1 per 24x106 
og 1 per 48x106 mononukleare celler i knoglemarven kategoriseret som ikke fortolkningsbare. CK2 protokollen havde 
næsten dobbelt så mange AP-visualiserde celler, end det var tilfældet i kontrollerne. Dette kunne være udtryk for 
tilstedeværelsen af ægte epitele celler eller cytokeratinudtrykkende knoglemarvsceller i normal knoglemarv. Borgen et. 
Al. mente snarere, at det var et udtryk for krydsreaktion med epitoper på normale knoglemarvsceller, hvilket resulterede 
i de falskpositive fund 7. CK2 antistoffet er kun targeteret mod CK18 antigenet. Ddet er bemærkelsesværdigt, at netop 
CK18 viser sig at være nedreguleret i nogle brysttumorer, der er metastaseringskompetente 68. Det er videre obsereveret, 
at megakaryocytter udtrykker CK19, der kan være medvirkende til falsk-positiver. Heldigvis kan disse udelukkes ved 
en morfologisk karakterisering 7. Der var yderligere forskel i de to automatiserede screeningsudstyr, der havde 
forskellig sensitivitet for detektering af AP visualiserede celler. Samlet set vurderede Borgen et al. konkluderede at de 
tre protokoller, særligt det bredspektrede AE1AE3 og A45-B/B3 der genkender en fælles epitop for flere cytokeratiner 
var meget specifikke hvis morfologiske kriterier til at skelne mellem falskpositive og DTC blev anvendt. 
 
9.5 Kvalitetskontrol: Morfologiske kategorier og antal signifikante celler 
Detektion af DTC i knoglemarv med immunocytokemiske teknikker har vist sig effektiv, men hæmatopoetiske celler 
(HC) kan til tider også blive farvet ved denne teknik. Flere studier viser uspecifik farvning af HC (falsk-positiver) med 
anticytokeratin i knoglemarven 5;34;43;64.  
 
Braun et al. har rapporteret 1 % cytokeratinfarvning i raske kontroller, mens Wiedswang et al. rapporterer 4 %. Et 
særligt højt antal falsk-positive blev rapporteret af Krag et al. med 58 %. Grunden hertil var ikke kendt.  
Eftersom at et grænsetærsklen for et DTC positivt resultat opnås ved kun en enkelt farvet celle, er det vigtigt med en 
morfologisk evaluering til at forbedre specificiteten af DTC detektion, og optimal diskriminering mellem DTC fra falsk 
positive HCer skal opnås. Falskpositive resultater kan reduceres ved at kombinere ICC med efterfølgende morfologiske 
evaluering af de farvede celler. Men kriterier for positive fund af targetceller er ikke standardiseret og ofte ikke 
veldefinerede. Naume et al. har forsøgt at definere nogle morfologiske kategorier for ICC- positive celler i knoglemarv. 
DTC blev analyseret i forhold til det kliniske udfald og alle ICC+ celler blev kategoriseret efter følgende: i) tumorcelle, 
ii) ikke-fortolkningsbar celle (UIC), iii) mulig hæmato. celle (PHC) vi) hæmato. celle.(HC) 43. UIC+ gruppen indeholdt 
klinisk signifikante celler, og den morfologiske evaluering højnede specificiteten. Det er dog interessant at bemærke, at 
der trods fund af celler, som ikke kunne fortolkes, ikke kunne observeres forskel i klinisk udfald hverken ved 
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tilstedeværelse af HC eller PHC. Denne morfologiske kategorisering er endnu ikke standard, men er dog anbefalet af 
det panel, der har foreslået en standardiseret DTC detektion 18.  
 
Når blot en enkelt farvet celle giver positivt resultat (positiv for DTC tilstedeværelse), er det overordentligt vigtigt at 
denne fortolkning er korrekt. Et fejlfortolket fund ville i værste fald føre til ændret stadieindeling af brystcancerne og 
derfor forkert behandlingsvalg.  
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10 Diskussion 
 
10.1 DTC som prognosemarkør 
Konventionel diagnose af cancertyper er baseret på anatomisk lokalisering og histopatologisk fremtoning (TNM). Det 
har længe været spekuleret hvorvidt disse klassificeringer ignorerer heterogenesiteten blandt brysttumorer, og at derved 
fejlinddele patinter i risikogrupper hvor forskellige sygdomsstadier behandles under ét. TNM systemet blev udviklet for 
at tillade definitionen af ’kategorier’ der primært skal indikerer graden af lokaliseret i forhold til metastatisk sygdom 
ved diagnosetidspunktet. Denne skelnen er særdeles vigtigt i forudsigelse af prognose og ved valg af behandling. 
Anatomisk baseret stadieinddeling giver dog ikke alle svar på sygdomsudbredelsen. Et mere præcist billede kan opnås 
ved at supplere TNM systemet med kriterier som malignitetsgrad og histologisk subtype (HR, PR, HER/neu 
receptorstatus), som allerede foreslået i 2005 af The European Institute of Oncology (TNMEIO). Selv ved 
implementering af disse faktorer lader det alligevel til at billedet af en egentlig spredning er uklar.  
 
TNM systemet registrerer kun tumorcelleklynger på > 2 mm i andre organer som egentlig spredning, også selvom der 
med immunocytometriske assays kan identificeres enkelte tumorceller i sekundære organer. Disse tumorceller, benævnt 
’dessiminated tumorcells’ (DTC) er karakteriseret ved deres lillestørrelse < 0.2 mm (klynger eller enkeltceller), 
manglende prolifereringsmarkør og deres sjældne reaktion med det ekstravaskulære stroma der indikerer 
implementering og vækst. Disse DTC menes dog fra flere instanser at kunne bidrage med yderligere information som 
supplement til standard klassificeringssystemer som TNM. Fordele ved at analysere knoglemarv for DTC er at 
spredning potentiel kan identificeres tidligere end den nuværende TNM system vil tillade, og dermed tilføre en mere 
skræddersyet behandling til brystcancerpatienterne. 
 
Adskillige kliniske data undestøtter den prognostiske værdi af DTC i knoglemarven under tidspunktet for diagnose. 
Flere grupper har ved hjælp af immunocytokemisk (ICC) vist at tilstedeværelsen af DTC i knoglemarv er associeret 
med reduceret overlevelse. Disse data udbygges af andre der indikerer at DTC i knoglemarven er en uafhængig 
prognostisk faktor, der alene kan estimere prognosen. DTC i knoglemarven kan dermed tilføre mere prognostisk 
information end tumorstørrelse, grad, hormon status og lymfeknudestatus. Under et af disse studier blev det 
demonstrerede at efter 5 års opfølgning, var tilstedeværelsen af DTC alene ækvivalent med tilstedeværelsen af 
lymfeknude metastaser, og at tilstedeværelsen af begge tydeligt var associeret med dårligere prognose. Den mest 
omfattede undersøgelse til dato inkluderer næsten 5000 patienter der i en pooled analyse med en 10 årig 
opfølgningsperiode medfører level 1 evidens for en prognostisk signifikans af DTC tilstedeværelse ved 
diagnosetidspunktet. 
 
I Januar 2005 blev the 9th International Conference on Adjuvant Therapy of Primary Breast Cancer i St. Gallen afholdt. 
Denne konference havde bl.a. til hensigt at vurdere om nyere faktorer kunne tilføje prognostisk information til dem, der 
kunne opnås ved mere traditionelle faktorer. Selvom der ved denne konsensus konference anerkendes at DTC er af stor 
prognostisk relevans, anbefales de ikke som faktorer der bør influere behandlingsvalget 24: ’Isolated tumor cells or 
micrometastases in bone marrow were shown to be prognostically important, even years after diagnosis, but the Panel 
thought examination for such cells was not standard, and their detection should not influence treatment.’ - en vurdering 
der blev baseret på at det endnu ikke er en rutine procedure at udtage knoglemarvsprøver ved klinisk behandling af 
brystcancerpatienter. 
 
Der er gennem denne opgave fremhævet to bidragende faktorer til den endnu manglende implementering af DTC i 
TNM systemet - dette på trods for level 1 evidens for deres prognostiske betydning: i) stor variation i den metodiske 
tilgang til detektion af DTC samt ii) manglende viden om den molekylære baggrund for DTC og de kliniske 
spredningsmønstre der tillader fortolkning af de kliniske og eksperimentelle data. 
 
10.1.1 Standardisering af DTC detektering 
Immunocytokemisk analyse med ’density gradient centrifugation’ til celleberigelse, er i dag den hyppigst brugte og 
bedst kendte fremgang til at identificere og screene for DTC. Den har potentiale til at opfylde alle de stillede kriterier 
for en god tumorcelledetektion som fremført af International Cociety of Cell Therapy: Høj specificitet med 
anticytokeratin monoklonale Ab (f.eks. A45-B/B3) når kombineret med morfologisk definerede kriterier. Tilpas stor 
prøvestørrelse (f.eks. 2 x 106 mononukleare celler/patient) udtaget fra to prøvesteder (iliac crest). Automatiseret 
mikroskopisk screening af immunofarvede slides (hurtigere proces, kan reproduceres og øger read out proces ved at 
reducere subjektivitet og behov for stor erfaring til at evaluere celler). 
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Selvom ICC tilsyneladende er en effektiv metode til detektering af DTC har der været en omfattende variation i den 
metodiske tilgang, der afspejles i de vekslende rapporteringer af omfanget af DTC’s prognostiske relevans. Under flere 
studier blev der anvendt forskellige antistoffer til identificering af epithelceller i knoglemarven, ligesåvel som antallet af 
celler fra hver patient der indgik i analysen, varierede, eller i værre tilfælde, slet ikke var oplyst. Den største prospektive 
undersøgelse der viste level 1 evidens for tilstedeværelsen af DTC i knoglemarven som prognostisk faktor, 
kombinerede mange data fra studier med denne varierede metodiske tilgang.  
 
Pålidelige og reproducerbare standardiserede teknikker bør anvendes i store prospektive studier, for at kunne drage 
sikre konklusioner for værdien af DTC i skildringen af prognosebestemmelse og patient behandling. Da dette endnu 
ikke er tilfældet for DTC detektering, menes det ikke gennem denne opgave at tilstedeværelsen af DTC på nuværende 
tidspunkt bør indgå i en risikovurdering af brystcancerpatienter med nydiagnosticeret operabel (stadie I-III) brystcancer, 
og flere forhold bør falde på plads før den fulde accept i rutinemæssig stadieinddeling der direkte kan influere 
behandlingsvalget. 
 
Muligheden for at kunne detektere DTC med høj sensitivitet og specificitet åbner op for interessante kliniske 
perspektiver. Potentiel brugbarhed inkluderer: 
 
• Screening af kvinder med risiko for brystcancer 
• Estimere prognose efter den primære operation 
• Evaluere behovet for terapi 
• Monitorere effekten af terapi 
• Monitorere tilbagefald efter tilsyneladende succesfuld adjuverende terapi 
• Destruere DTC før de får muligheden for at udvikles til metastaser 
 
 
10.2 Knoglemarven som særligt kompartment for tumordvale 
Knoglemarven har vist sig at være et attraktivt sted for detektering af DTC, og der er flere indikationer om at 
knoglemarven udgør et anatomisk specifikt defineret kompartment, hvor enkelt tumorceller kan holdes i en 
dvaletilstand i længere tid. Det vigtigt at forstå hvilke faktorer i mikromiljøet i knoglemarven der tillader tumorhvile for 
at forstå hvordan enkelt celler der ikke prolifererer stadig kan bevare deres metastatiske potentiale og være en potentiel 
fare. Følgende er beskrevet to mulige mekanismer bag tumordvale der indikerer at specifikke molekylære faktorer i 
knoglemarven kan beholde DTC i dvaletilstand i op til mange år. 
10.2.1 Adhæsionsmolekyler: integrin α5β1 
Blandt de mange ændringer i genekspression og proteinfunktion der sker under tumorprogression, spiller celle-celle og 
celle-matrixinteraktioner gennem CAM en central rolle ved kritiske trin involveret i invasion og metastase af 
tumorceller26.  
Integriner er de hyppigst udtrykte CAM’er. De er cellemembran receptorer der binder ekstracellulære matrix proteiner, 
som fibronectin, laminin og collagen, til det intracellulære aktinskellet. Binding af disse proteiner inducerer en 
intracellulær signaltransduktions pathway der modulerer celleproliferering, overlevelse, polaritet, bevægelse og 
differentiering 26. Hvis integrin-ligand interaktionen blokeres eller beskadiges, resulterer det i apoptose induceret af 
manglende celle-matrix adhæsion, et velkendt fænomen kaldet anoikis. Der findes mange integrin familiemedlemmer 
med forskellige funktioner og deres rolle ved tumorprogression og evne til at forhindre anoikis varierer mellem 
integriner 26.  
Et in vitro studie af Korah et al. viste at opregulering af integrinen α5β1i cancerceller gennem stimulering af basic 
fibroblast growth factor (FGF-2) kunne promovere overlevelse af brystcancerceller der blev vækstarresteret i 
knoglemarven. Knoglemarvens stroma matrix er rig på den opløselige vækstfaktor FGF-2 der inducerer apoptose i 
veldifferentierede tumorceller. Korah et al. viste at tumorceller der stimuleres af FGF-2, tilegner sig en mere 
differentieret fænotype. Denne nye fænotype inkluderer vækstarrest og ændret ekspression af integriner, særligt 
karakteristisk opregulering af integrinen α5β1. De fleste celler der ikke kunne vokse, hæmmet af FGF-2, undergik 
anoikis. Men nogle celler overlevede ved at være bundet til integrin-liganden fibronectin, en anden faktor som 
knoglemarvsstromaet er rig på, der modulerer overlevelsessignalering. Disse resterende celler - bundet til fibronectin og 
nonprolifererende, kunne overleve i mange uger og blev tolket som tumorceller i dvaletilstand. Så snart FGF-2 blev 
fjernet genoptog de deres proliereringsaktivitet 33. Denne reversible proces, betyder at tumorcellerne ikke havde mistet 
deres prolifereringsegenskaber, hvilket er et stærkt karakteristikum ved tumordvale. De overlevende celler kunne binde 
til andre stroma proteiner end fibronectin som collagen og laminin, men uden samme overlevelseseffekt. Endvidere 
medførte blokering af α5β1-fibronectin interaktionen apoptose. Integrin α5β1-fibronectin interaktionen præsenteres som 
 28
en potentiel mekanisme for hvordan nonprolifeerende DTC i knoglemarven modstår apoptose og forbliver i en 
dvaletilstand – muligvis i årevis. 
10.2.2 Immunsystemet: tumorassocierede antigener og CD8+ T lymfocytter  
Knoglemarven er homingorgan for et brystcancer reaktivt immunsystem som indikeret af flere studier. Knoglemarven 
hos brystcancerpatienter viser sig at være ophavssted for hukommelses T celler der er specifikke for peptider der 
oprinder af brystcancerassocierede proteiner, eksempelvis HER2/neu 3. Disse peptider er kendt som tumorassocierede 
antigener (TAA) og menes at være årsag til immunsystemets tolerance af enkelte DTC i knoglemarven. Co-eksistens af 
et lavt antal prolifereringskompetente DTC i knoglemarv, menes at være en kilde til TAA i knoglemarven og TAA 
specifikke immunologiske T cellehukommelse, som følgende beskrevet.  
 
Tumordvale i knoglemarven har vist sig at spille en vigtig rolle i en langvarig bevarelse og boosting af CD8 T celle 
hukommelse. Mahnke et al. undersøgte hvilke forhold der tillod co-eksistens af tumorceller der udtrykte antigener med 
antigenreaktive CD8 T celler i det samme anatomiske compartment (knoglemarven). Deres resultater indikerede at en 
lille mængde af vedvarende TAA tilført gennem tumorceller i en dvaletilstand i knoglemarven bidrog til en TAA 
specifik langtidshukommelse hvor tumorcellerne prolifererer ved en langsom rate og bevarer en konstant 
populationsstørrelse ved den aktive kontrol af CD8+ T celler, der derimod er tilstede i et større antal end normalt som 
resultat af vedvarende antigen stimulering. Dvs. at en balance mellem ganske få TAA præsenterende tumorceller samt 
TAA-specifikke T celler indfinder sig, og bevarer tumorcellerne i en dvaletilstand, mens T cellerne i knoglemarven 
opnår en langvarrig immunologisk hukommlese 37. 
Denne begivenhed er ganske særlig for knoglemarven. Mahnke et al kunne observere den højeste frekvens af TAA 
specifikke celler i knoglemarven sammenlignet med milten og lymfeknuderne, hvilket stemmer overens med de 
hyppige fund af nonprolifererende tumorceller i dette kompartment. Knoglemarvsstromaet producerer i øvrigt vitale 
vækstfaktorer, type I interferoner samt IL-7 og IL-15 der alle er observeret i sammenhæng med en langvarrig bevarelse 
af hukommelses T celler 37. Yderligere eksperimentelle studier registrere også et betydeligt større antal hukommelses T 
celler i knoglemarven af brystcancerpatienter sammenlignet med raske kontroller 19. Immun dysfunktion hos 
brystcancerpatienter har i øvrigt vist en korrelation med større antal DTC i knoglemarven 15.  
 
Knoglemarv kan være et vigtigt compartment som tillader DTC at adaptere og spredes til andre organer når det  
omkringliggende miljø er gunstigt. En alternativ forklaring lyder at tilstedeværelsen af DTC i knoglemarv afspejler den  
generelle tilbøjelighed af disse celler til at dessiminerer og overleve i organer, i stedet for kun i knoglemarv.  
Det er ikke muligt at lave et kvalificeret skel mellem disse to muligheder før der er udviklet metoder til at detektere 
tilstedeværelsen af DTC i organer som lunger og lever.  
Optrævling af de mekanismer der er involveret i fænomenet dvale og identificering af de molekylære begivenheder og 
interaktioner der finder sted for tidlig dessiminering at tumorceller, der bestemmer dannelsen af klinisk relevante 
metastaser, kan bidrage med mere præcise og klinisk brugbare information. På trods af eksperimentelle og kliniske data 
der understøtter den prognostiske relevans af DTC, er den publicerede data svær at tolke grundet vores manglende 
forståelse af biologien bag den tidlige metastatiske sygdom. 
 
10.3 DTC i dvale og systemisk behandling 
Nogle patienter oplever sekundære tumorer ved fjerntliggende sites mange år efter succesfuld behandling af den 
primære tumor, mens andre ikke oplever recidiv på trods af DTC ved diagnosetidspunktet. Tumorceller der længe kan 
eksistere i en dvaletilstand i knoglemarven har været foreslået fra kliniske observationer, især ved brystcancer: Disse 
nonprolifererende heterogene celler er tilsyneladende immune overfor de fleste typer af behandling.  
 
Hensigten med adjuverende behandling er at eliminere alle tumorceller der måtte være ladt tilbage efter den primære 
operation enten lokoregionalt eller som systemisk dessiminerede tumorceller. Mange konventionelle kemoterapiformer 
afhænger af en øget rate af celledeling i tumorcellerne for at have en større cytotoksisk effekt på dem end normale 
celler, hvilket gør kemoterapeutiske stoffer til et ineffektivt behandlingvalg for tumorceller i dvale. Samidigt vil det 
være problematisk at udradere dessiminerede tumorceller med endokrin terapi grundet den heterogene natur af denne 
tumorcellepopulation.  
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